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MECANISMOS DE A C C I ~ N  DEL ALUMINIO SOBRE LA ERiTROPOYESIS 
La exposicion a aluminio (Al) afecta la eritropoyesis. Sin embargo, poco se wnoce 
acerca de las caracteristicas de este efecto, asi como de 10s mecanismos involucrados. 
En el presente trabajo de investigacibn se plant&, como primer objetivo, la necesidad 
de caracterizar la anemia pmducida por sobrecarga oral cr6nica con Al. Despuis de 
ocho meses de tratamiento, los animales desarmllaron anemia no ferropknica. La 
disminucion de la concentration plasmatica de haptoglobina, el aumento de 
reticulocitos y la presencia de esquistocitos apoyan la naturaleza hemolitica de la 
anemia desarrollada. A causa del tratamiento, se observo una importante inhibition 
del desarrollo de CFU-E en ensayos ex vivo de cklulas de m&ula osea. El otro signo 
notable fue la aparicion de severas alteraciones morfol&icas en eritrocitos de sangre 
periferica, lo que sugirio una accion directa del A1 sobre las dlulas eritroides 
maduras. Esa posibilidad fue corroborada en ensayos itt vim de eritrocitos humanos 
incubados en presencia del metal, en 10s cuales el rasgo persistente fue la desaparicibn 
de la tipica forma biconcava. El aumento de la degradation de la pmteina estructural 
banda 3, observado junto con la detection de depbsitos de A1 en la membrana, apoya 
no &lo la estrecha relacion entre la morfologia celular y la estructura y organization 
de la membrana del eritrocito, sino tambikn una accion directa del metal sobre 
componentes de la membrana. La disminuida respuesta de las cklulas progenitoras 
CFU-E a la eritropoyetina (Epo), despub de la exposicion crcinica a Al, motivo la 
investigation de los efectos del metal sobre mecanismos involucrados en la via de 
activacion del receptor para Epo (EpoR). La exposicion a A1 provoco disrninucion del 
EpoR a nivel de ARNm y de proteina, hallazgo que coincidio con la anulacijn del 
efecto antiapoptotico de la E p  sobre celulas K562. En la Iinea UT-7, altamente 
dependiente de E p ,  sblo una expicion crcinica a A1 modifico la respuesta a la 
hormona. Despuis de esa exposicion, el aumento del EpoR a nivel de ARNm y de 
proteina, detectado bajo condiciones de carencia de Epo, sugiere un aumento de la 
sensibifidad de esta linea celular a1 factor de crecimiento. 
En conclusion, es evidente que el Al no resulta un elemento inocuo. Actxia sobre el 
sistema eritropoyktico afectando a las cklulas eritroides en distintos estadios de 
maduracion. Los resultados sugieren una accion dimta del metal sobre 10s 
componentes de la rnembrana celular de 10s eritrocitos rnaduros y un mecanismo de 
interferencia en distintos caminos de activacibn de celulas eritroides inrnaduras 
rnediados por la formation del complejo eritmpoyetina-receptor. 
MECHANISMS OF ACf'ION OF ALUMINUM ON ERYTHROPOIESIS 
It has been demonstrated that exposure to aluminum (Al) affects erythmpoiesis. Little 
is known, however, on the characteristics of this phenomenon, as well as on the 
mechanisms involved in it. The first objective of this work was to characterize the 
anemia caused by chronic oral exposure to Al. After eight months of treatment, 
animals developed anemia but showed no iron deficiency. The decrease in 
haptoglobin plasmatic concentration, the increase in the number of reticulocytes and 
the presence of schistocytes support the hypothesis of the hemolytic nature of the 
developed anemia. After the treatment, a significant inhibition of CFU-E development 
was observed in cultures of bone marrow cells. Moreover, severe morphologic 
alterations were observed in erythrocytes. Taking into account these alterations, the 
possibility that Al exerted a direct action on mahare erythroid cells was evaluated. in 
vim assays with human erythrocytes incubated with the metal showed the 
disappearance of the typical biconcave form as a persistent characteristic. An increase 
in band 3 structural protein degradation was observed, and A1 &posits were detected 
in the membrane, thus corroborating not only the close relation between cellular 
morphology and the structure and organization of the erythrocyte membrane, but also 
the direct action of the metal in the cellular environment. The reduced response of 
CFU-E progenitor cells to erythropoietin (Epo) after chronic exposure to A1 motivated 
the skrdy of A1 effects on the mechanisms involved in the activation pathway of Epo 
receptor (EpolQ in different cell lines. A1 exposure caused the decrease of EpoR at the 
RNA and protein levels, which agreed with the inhibition of the antiapoptotic effect of 
Epo on K562 cells. In line UT-7, highly dependent on Epo, only chronic exposure to Al 
modified the response to the hormone, The increase of EpoR at the mRNA and protein 
levels, detected under conditions of Epo deprivation, showed an increase in the 
response of this cellular line to the growth factor due to long exposure to the metal. 
In conclusion, it is clear that Al is not an innocuous element. It works on the 
erythropoietic system affecting erythroid cells in different maturation stages. The 
metal is supposed to exert a direct action on the components of the cellular membrane 
of mature erythrocytes, and to act as an interference mechanism in different 
activation pathways of immature erythroid cells mediated by the fomtion of the 
erythmpietin-receptor complex. 
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HEMATOPOYESIS 
La hernatopoyesis es la serie de eventos concatenados que se inician con la 
proliferacion y continuan con la diferenciacion y maduracion celular, culrninando 
con la production de cdlulas sanguineas. Se considera a la proliferacion como el 
proceso de replication, mientras que la diferenciacion esth definida como la secuencia 
de eventos gendticos que permiten a una dlula sintetizar productos especificos que le 
confieren potencialidad para determinada funcih. 
Todas las ctlulas sanguineas son generadas en la rnddula &a a partir de una ~ n i c a  
celula, stem cell (Fig. I). Las pmpiedades que definen a esta poblaci6n celular son la 
capacidad de autodulpicacion, de la que resultan progenies con las mismas 
caracteristicas que la celula primitiva, y la pluripotencialidad. Esta hltima le permite a 
las celulas dar origen a todos los elernentos forrnes de la sangre, tales como eritrocitos, 
granulocitos (neutrofilos, eosinofilos y basbfilos), monocitos, plaquetas y cklulas del 
linaje linfoide. 
Las stem ceI& pluripotentes, en respuesta a diferentes estimulos, se diferencian 
originando cClulas progenitoras, las que a1 dividirse y diferenciarse pierden 
gradualmente su multipotencialidad y su capacidad de pmliferacion. Este proceso de 
diferenciacion es irreversible; la cklula una vez diferenciada no puede volver a un 
estadio previo. 
A partir de la stem cell, se desarrollan tres t i p  de poblaciones celulares: dlulas 
progenitoras multiptentes, celulas progenitoras bi o monopotentes, compmmetidas 
hacia una o dos lineas hematopoy6ticas mieloides, y cClulas en vias de rnaduracion. 
Por lo tanto, el rnantenimiento de la homeostasis en la hematopoyesis se basa en un 
perfecto equilibrio en& pmliferacion y diferenciacion de estas poblaciones celulares. 
La eritropoyesis forma parte de la hematopyesis y se refiere a1 proceso que, 
cornenzando en mkdula ka,  conduce a la formacion de eritrocitos. La 
transformation de una stem cellpluripotente en reticulocito involucra a1 menos doce 
etapas de replication (jelkmann, 1 986). 
En la ontogenia eritropoyetica, la unidad formadora de burst-eritroide (BFU-E) 
antecede a la unidad formadora de colonia-eritmide (CFU-E), ambas cklulas 
progenitoras. A1 igual que la stem tree BFU-E y la CFU-E ci~ulan  en sangre perifkrica, 
aunque en muy baja concentracion. La cklula progenitors CFU-E da origen a cuatm 
estadios de maduracion: proeritroblasto, eritroblasto badfilo, eritroblasto 
policmmatofilo y eritroblasto ortocmdtico, tcxios ellos distinguibles 
morfolbgicamente (Fig. 2). 
La funci~n critica de la cdlula eritroide durante su maduracion es la sintesis de 
hemoglobina. Este proceso, programado desde la etapa de proeritroblasto con la 
pruduccibn de cadenas globinicas, se inicia a partir del estadio de eritroblasto basbfilo, 
incrementitndose a medida que avanza la maduracibn para cesar en la etapa de 
reticulocito. 
DespuCs de cuam divisiones celulares, el nucleo del eritroblasto ortocrodtico se 
melve picnbtico e incapaz de sintetizar ADN y, por ende, &s cClulas dejan de 
dividirse. Los cambios bioquimicos caracteristicos de la ultima etapa de maduracion 
incluyen una disminucion de la sintesis de ARN en la etapa de eritroblasto 
ortocromitico, y anulacion compfda de la misma cuando el reticulocito expulsa sus 
restos nucleares. 
Figura 2. 
Diagram esquemhtico del desarrollo y maduracion del eritfocito en rnkdula 
&lea 
AdipLwik de Meyer & Harvey, 1998. 
En el reticulocito comienza la desaparicion gradual de particulas ribosomles y 
mitocondriales, transformandose en eritrocito. Esta transition involucra @rdida de 
volurnen y de superficie de la dlula eritroide. 
M-Lismo y fiuzaua del ezf&xi'to 
El eritrucito constituye un vehiculo para la hemoglobina, que es la encargada de 
transportar oxigeno y dioxido de carbon0 en la sangre. La afinidad de la hemoglobina 
por el oxigeno estii modulada por la concentracion de fosfatos, especialrnente, por la 
del 2,3-difosfqlicerato, por la presion parcial de oxigeno, la temperatura y el pH del 
medio. La capacidad de la hemoglobina para enlazar oxigeno esth relacionada con la 
presencia de cuatro grupos prostkticos hemo en la mo16cula7 cada uno de 10s cuales 
porta un atomo de hierro. Los atomos de hierro en estado ferns0 tienen seis enlaces de 
union, cuatro para 10s nitdgenos pin6licos del hemo, uno para el n i taeno  
imidazolico de histidina de cada cadena globinica y uno que se une reversiblemente a1 
oxigeno. 
El eritrocito sufre cambios rnetabblicos graduales durante aproximadamente 120 dias, 
a1 tdrrnino de 10s cuales la cC1ula es eliminada de circulacibn. L a  eritrocitos 
senescentes tienen un area superficial rnh pequefia y mayor concentracibn media de 
hemoglobina celular, comparados con las cClulas mas jovenes. Ademb, 10s eritrocitos 
envejecidos pierden acido sihlico de sus membranas, expniendo una 
asialoglicoforina. Ai reconocerse este antigeno senescente, se induce la sintesis de un 
anticuep. Tras la union del autoant icue~ con el antigeno, la cClula senescente es 
reconocida y eliminada de circulacibn por el sistema reticulo endotelial (Nelson & 
Davey, 1993). 
Una vez que el hematie desaparece de circulacion, la hemoglobina liberada p r  la lisis 
del eritmito se combina con haptoglobina. Este complejo es captado por el sistema 
reticuloendotelial, donde la hemoglobina s degradada en sus k.es wnstituyentes, 
hiem, protoporfirina y globina. El hiem queda depositado y puede ser empleado 
nuevamente. Las cadenas polipeptidicas son degrahdas e incorporadas a la reserva de 
aminoacidos del organisrno. El anillo de protoporfirina se desdobla; 6sta es convertida 
en bilimbina y extraida del plasma por la celula heptitica para su excretion por la 
bilis. Este sistema de degradation explica por que el nivel de haptoglobina disminuye, 
generalmente, despues de una crisis hemolitica. 
Entre la formation y la destruction de los hematies en la sangre existe, normalmente, 
un estado de equilibria, con lo que se mantiene de manera bastante constante la masa 
hemoglobinica en circulacibn. La anemia surge cuando un aumento en la eliminacion 
de hematies no puede ser compensado por un aurnento de la pmduccibn, cuando 
disminuye la oferta de hematies o la sintesis de hemoglobina, o cuando los dos 
pmesos ocurren a la vez. Cuando se desarrolla anemia, la hipoxia resultante de 10s 
tejidos induce la produccibn de eritropoyetina, estirnukindose la production de 
eritroblastos que conduce a un mayor numero de eritrocitos en circulacion. Para 
determinar los mecanismos de wna anemia, a menudo es necesario evaluar el grado de 
eritropoyesis eficaz (pralwccion y liberacion de hematies a cimulacion), eritropoyesis 
ineficaz y la destrucciun de los eritrocitos. 
M0~601og;l'a del e~&mito 
La morfologia normal de disco biconcavo del hematie se debe a qrae psee un exceso 
de superficie en relacion a1 volumen, lo que explica que la hemoglobina se halle mirs 
concentrada en la periferia que en la parte central de la cClula. Este hecho facilita la 
difusi6n de oxigeno y dioxido de carbon0 hacia las celulas y maximiza la probabilidad 
de union con las molCculas de hemoglobina. La elevada relacion entre superficie y 
volumen celular, junto con el contenih hemoglobinico y las propiedades 
viscoelasticas de la membrana, constituyen 10s tres factores principals que 
determinan la capacidad del eritrocito para deformarse, atravesar la rnicrocirculacion 
y resistir las turbulencias que se producen en 10s grandes vasos. La deformabilidad es 
una propiedad importante, decisiva para la suprvivencia de los hematies en la 
circulation sanguinea (Vives Corrons, 1992). Esto es particulamente relevante ya que 
el diametro de 10s globulos mjos es de, apmximadamente, 8 pm, mientras que 10s 
capilares a travks de los cuales deben circular tienen entre 2 y 3 prn de diametro. 
La membrana juega un rol critic0 en la determination de la forma y en la capacidad 
de deformacion del eritrocito. Por eso, una modification de la membrana tal que 
altere la rnorfologia plede traducirse en un acortamiento de la vida media del globulo 
rojo. 
Desde el punto de vista estructural, la membrana plasmatica del hematie no difiere 
esencialmente de otras membranas biolt5gicas y, en principio, estit constituida por la 
bicapa lipidica, dos capas monomoleculares de lipidos unidos por sus extremos 
hidrofobicos, en cuyo interior se encuentran incluidas numerosas proteinas integrales 
(Fig. 3). 
Figura 3 
Diagram esquem&iico del modelo ppuesto pant la union del citoesqueleto 
del eritrocito a la membrana plmtsmitica 
la espfrina est2 uni& a la pmteina banda 3 a tran5s de a n q u i e  y a la @coiE,rAa 
meidan& Ira pmfeina 4.1,fa cud buzpbien se une al fihento de fictha 
Ada@& dk Sbyq 1996, 
La proteina integral mas abundante es la proteina transportadora anionica, que 
contribuye a1 intercambio de iones cloro y bicarbomto entre el interior y el exterior 
del eritrocito. Esta proteina, de elevada M, (90 K), denominada banda 3 por su 
despiazamiento electrofort2tico (Fairbanks ef a!', 1 97 I), atraviesa la bicapa lipidica diez 
veces. La banda 3 junto con la glicoforina cumplen una funcion importante en fa 
fijacion del esqueleto de la membrana a la bicapa lipidica. 
Otras proteinas integrales son las sialoglicopmteinas, entre las que se destacan las 
glicoforinas (alfa, beta, gamma, delta). Las cadenas de hidratos de carbono, que 
afloran hacia el exterior de la bicapa, contribuyen a determinar los sustratos 
antigknicos de 10s grupos sanguineos. 
Por otm lado, las proteinas vrifkricas, que constituyen el citoesqueleto, se encuentran 
en el citoplasma formando una red bidimensional en intimo contact0 con la 
hernoglobina y la bicapa lipidica. Esta red esth formacia por diferentes proteinas, tales 
corno espectrina, tetdmero que estabfece uni6n entre si para formar la base 
estructural, junto con actina, anquirim, proteina 4.1, pmteina 4.2, proteina 4.9, 
aducina y el g r u p  de miosina y tropmiosina (Fig.4). 
Figura 4 
M i w a f i a  electr6nica de una poreion del citoesqueleto del eritrocito 
5i? o k w a n  d e s  qmetrina y &as mol&culaspmteicas. 
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La relacion funcional de las proteinas entre si y con la bicapa lipidica se ha establecido 
a partir del modelo que considera la existencia de dos t ips de uniones prateicas: 
horizontales y verticales. Las uniones horizontales son las que se establecen entre las 
proteinas del esqueleto, mientras que las verticales son las que se establecen entre las 
proteinas del esqueleto y las proteinas integrales de mernbrana. Las uniones 
hoimtales contribuyen a la estabilidad global del esqueleto y las verticales a fijar el 
esqueleto a la bicapa. 
La bicapa lipidica junto con las proteinas de transmembrana aislan y regulan en 
fomna quimica el interior celular y la red esquelktica pmvee un soporte rigid0 y 
estabilidad a la interfase de la bicapa, aumentando, asi, la capacidad del eritrocito 
para cambiar de forma (Mohandas & Chasis, 1993). 
Junto con inhibidores, diversos factores de crecirniento regulan el sistema 
hematopoyktico. Dependiendo de los estadios de maduracion celular, 10s factores de 
crecimiento pueden actuar de tres maneras: controlando la tasa de division y el 
nr5mero de ciclos que Ias c~lulas progenitoras atraviesan antes de diferenciarse, 
favoreciendo la diferenciacibn, o incrementando la probabilidad de supervivencia 
celular. 
De acuerdo con su accion biolbgica, 10s factores de crecimiento eritropoy~ticos han 
sido clasificados en factores directos, 10s que estirnulan p r  si mismos a 10s 
pmgenitores, y en factores sinkrgicos, 10s que potencian la accion o estimulan la 
production de l a  factores directos. Dentro de 10s factores directos de crecimiento se 
encuentran eitropoyetina, IL-3, factor estimulante de colonias-macrbfago (M-CSF) y 
factor estimulante de colonias-granulocito-rnacrbfago (GM-CSO. Dentro de los 
sinkrgicos, se encuentran IL-1, I t -4  y dm factores directos que tarnbien act5an en 
forma sinkrgica, M-CSF y GM-CSF. 
La eritropoyetina es el principal factor de regulacion de la produccibn de klulas rojas 
de la sangre. Tiene tres efectos sohe sus celulas w e t .  Promueve proliferacibn y 
deferenciacion de progenitores eritroides (Krantz, 199 I), mientras previene de muerte 
celular programada (Koury & Bondurant, 1990). Su accion biolwca mas importante 
m u m  a nivel de celulas progenitoras eritroides BFU-E y CFU-E, aunque se han 
detectado receptores especificos para la hormona en celulas de diferentes tejidos, 
suministrando evidencia de las funciones autocrina, paracrina y endocrina de la 
eritropoyetina. 
El gen de eritropoyetina se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 en la region 
qll-q22 y codifica una pmteina de 193 amindcidos. Una rnodificacion post- 
traduccional genera un corte de los 27 aminohcidos N-terminales y la accion de una 
carboxipeptidasa provoca la grciida de la arginina C-terminal (residuo 166). Luego 
de estas dos modificaciones se obtiene una proteina rnadura de 165 aminoacidos 
(Mulcahy, 2001). Dos puentes disulfurn unen cisteinas en pic ion 7-161 y 29-33 
(Fig 5). La estructura terciaria esta definida por cuatro a-hClices antiparalelas con 
Imp colindantes. 
La regulacion oxigeno dependiente de la expresibn del gen de eritropoyetina es aun 
motivo de estudio. Se han descripto caminos de sefializacion que involucran varias 
kinasas, fosfatasas y diversos factores de transcripcion. Recientemente se ha postulado 
que la expresion del gen de eritropoyetina est4 controlada por el factor de 
transcripcion HIF- 1, inducible por hipoxia (Fisher, 2003). 
La homona activa de 165 amin&cidos, tiene una Mr de 18,4 K excluyendo 10s 
carbohidratos y de 34 K si esth glicosilada (Roberts & Smith, 1994). 
La eritropoyetina es producida por el rifion y el higado, siendo considerado este ultimo 
el sitio predorninante durante Ia vida fetal. DespuCs del nacirniento, el 90% de la 
production de eritropoyetina se efectira en las cClulas intersticiales peritubulares de la 
corteza renal, como respuesta a un estimulo de hipoxia previo. El 10% restante 
continua generandose en el higado (Donato et al, 1996; Fisher, 2003). 
La obtencion de eritropoyetina humana con alto grado de pureza a partir de orina y 
plasma (Miyake et ai, 1977) llevo a1 conmimiento de su secuencia aminoacidica. 
Mediante tknicas de ingenieria genetics, se logro insertar el gen c1onad.o de 
eritropoyetina humana en cdlulas de mamifern. Asi, se obtuvieron lineas celulares 
productoras, a gran escala, de eritropoyetina recombinante humana (rHuEpo) con 
una ptente actividad biolgica (Lin et d, 1985). 
La ektropoyetina enddgena y la rHuEpo son bioquimicarnente idknticas, con igual 
secuencia de proteinas, actividad biolkica y reactividad inmunol&ica (Abels & 
Rudnick, 1991). Los residuos de carbohidrato no son requeridos para la actividad 
biolbgica o la especificidad celular de ninguna de las dos, pero como en otras 
glicoproteinas del plasma, sirven para impedir su eliminacion pematura de la 
circulacih. Es asi como, la eritropoyetina carente de acido sialico es rapidamente 
eliminada del plasma p r  el higado a travh de sus glucoreceptores (Spivak, 1989). 
La rHuEpo fue utilizada por primera vez en pacientes con insuficienck renal chnica, 
ya que una de las causas de la anemia asociada a esta patologfa es una marcada 
disminucion de la sintesis renal de eritropoyetina. En 1987, Eschbach y colaboradores 
publicaron 10s resultados del tratamiento con rHuEpo en la primera serie de pacientes 
en hemdialisis crcinica, demostrando la eficacia de la hormona para corregir la 
anemia. Actualmente, la rHuEpo es utilizada en el tratamiento de pacientes con 
transplante de mkdula osea y, adentiis, en pacientes con anemia asociada a p m e m  
cdnicos (SIDA, y artritis reumatoide) o a turnores y mielodisplasias (Abels & Rudnick, 
1991; Spivak, 1993). A pesar del exito de esta terapkutica, cams clinicos muestran 
resistencia a1 tratamiento con rHuEpo, la cual ha sido asociada a la presencia 
concomitante de procesos inflarnatorios (Goicoechea ef al, 1998; MacDougall & 
Cooper, 2002; Kalantar-Zadeh et al, 2003). 
Existen varias lineas de evidencia indicando que la accion de la eritropoyetina no esta 
mtringida solamente a1 compartimiento eritroide. La detection de receptores para 
eritropoyetina en numerosos t i p s  celulares no eritroides han llevado a una revision 
del rol biolcjgico de la hormona. Se ha rt?portado que la interaction hormona-receptor 
induce distintas respuestas celulares, incluyendo mitogenesis, angiogenesis, 
movilizacion intracelular de calcio e inhibicibn de apoptosis (Lappin et al, 2002). 
RECEPTOR PARA EHTROPOYETINA 
El receptor para eritropoyetina (EpoR) pertenece a la superfamilia de receptores de 
citoquinas, entre 10s que se incluyen 10s correspondientes a IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, It-6 
y IL-7. 
El nivel de expresion de EpoR en cClulas de rnaula osea es mas elevado en 
progenitores hernatopoyeticos no compmmetidos con un linaje, mientras que la 
densidad de antigen0 disminuye a medida que las celulas rnaduran. Dentm &l linaje 
eritroide, el EpoR ha sido detectado en BFU-E. El numero aumenta a m&da que las 
celulas se dife~ncian y alcanza un mkimo de, aproximadamente, 1300 mol6culas 
por celula en 10s estadios de CFU-E y de proeritoblasto (Wickrema etal, 1992). 
El receptor estd cornpuesto por dm dominios anclados en la membrana celular. El 
dominio extracelular es el sitio de u n i h  de la eritropoyetina y el dominio 
citoplasmatico, el responsable de la sefializacion intracelular. 
En 10 que respecta a1 tarnafio molecular del receptor para eritropoyetina, existe aun 
una gran controversia. Utilizando la tecnica de c m - w n g  con eritropoyetina 
marcada radioactivamente se han detectado polipkptidos de M, entre 65 y 105 K. Se 
ha pmpuesto a1 polip&tido de 65- 66 K como el p d u c t o  del EpoR clonado 
(Youssoufian et al, 1993). Otms polip6ptidos de entre 62 y 78 K han sido reconocidos 
por el anticuerpo especifico y se Cree que son distintas formas fosforiladas del receptor 
(Sawyer & Hankins, 1 993). 
La union de eritropoyetina inicia una cascada de eventos que lleva a la dimerizacion 
de 10s receptores y transactivacion de la proteina kinasa 2 de la familia Janus, Jak2, 
asociada constitutivamente a1 EpoR (Witthuhn ef 4 1993). Esta proteina activada 
fosforila 10s 8 residuos de tirosina que se encuentran en 10s dominios distal y 
citophsmhtico del EpoR A su vez, estos residuos de fosfotirosina proveen sitios de 
anclaje para proteinas de sefializacion intracelular que contienen dominios con 
homolcrgia Src (SHZ) como, por ejemplo, SHPI, SHP2, fosfatidilinositol 3-kinasa 
(PI3K), Ras/proteina mitheno activadas (MAP) y el transductor de sef ales y activador 
de la transcripcion STAT5 (Fig. 6). 
Figura 6 
Esquerna del camino de sehkacion intracelular deI comple& Epo-EpoR 
L a  dus primem residuos de tirosina 343 y Tyr 401) son responsablles del anclaje 
y posterior activation de STATS, la cual resulta en la formation estable de dimem 
STAT. Estos complejos se translocan a1 nbcleo hnde  se unen a secuencias regulatorias 
especificas y activan la transcripcion de sus genes t q e f  (Mulcahy, 2001). 
Asi como la fosforilacion es el evento que inicia la seiializacion del EpoR, la 
desfosforilacion regula negativamente la actividad del receptor. De hecho, 10s caminos 
regulatorios negativos que llevan a la terrninacion de la sefializacion intracelular se 
encienden simulthneamente por accion de eritropoyetina. Por ejemplo, se ha 
dernostrado que la fosfotirosina fosfatasa SHPl esti involucrada en este proceso. Esta 
fosfatasa se asocia con la Tyr 429 del EpoR y conduce a la desfoforilacibn de Jak2 
(Lacombe & Mayeux, 1 998). 
Existen otros mecanismos de regulation negativa de la activation del EpoR inducida 
por eritropoyetina. Uno de ellos consiste en la internalization y degradacion del 
receptor activado. Este camino pmteolitico involucra al proteasoma, una unidad 
multimerica que degrada proteinas. La union del ligando a1 receptor pareceria inducir 
la poliubiquitinacion y la degradacion del receptor por el proteasoma, ya que en 
ensayos con inhibidores de proteasomas se observC, una pmlongacion de la vida media 
del EpoR (Verdier ef d, 1998; Verdier ef d, 2000). TambiCn se demosfx-6 regulaciun 
negativa por un rnecanisrno que involucra a la proteina Cisl, perteneciente a la 
familia de los factores proteicos Cis/ Socs/JAB. Esta proteina Cis I se une a1 mismo sitio 
de anclaje que STATS, la Tyr 401, por lo que se ha propuesto que ateniaa la sefial 
pmliferativa desencadenada por ese factor de transcription (Wojchowski, 1999). 
ALUMINIO 
El alurninio es un elemento ubicuo usado extensarnente en la vida contemporanea 
debido a su elevada conductividad dmica y elktrica, baja densidad y gran resistencia 
a la corrosion. A pear de su amplia distribution en el medio, la evolution no le ha 
conferido utilidad conocida en 10s sistemas biol6gicos. Por el contrario, son cada vez 
d s  numemas las referencias a 10s efectos toxicos que han sido demostrados en 
plantas, animales acuitticos y animales de experimentation, y de 10s que, bajo ciertas 
condiciones clinicas, no e d n  exentos 10s seres hurnanos. 
El aluminio es un metal perteneciente a1 grupo IIU de la Tabla Periddica, que presenta 
un estado de oxidacion +3. Aderds de fomar compuestos con materia orghnica, el 
alurninio se encuentra en el medio en foma de silicates, bxidos e hidrCIxidos en 
conjunto con otros metales, No se lo encuentra como metal libre por su elevada 
reactividad, ya que la exposicion a1 agua, a1 oxigeno o a otros oxidantes conduce a la 
fomacion de una capa superficial de oxido de aluminio que confiere a1 metal una 
gran resistencia a la corrosibn. 
En cuanto a la interaccih del aluminio con sisternas biol&icos, la misma resulta de 
tal complejidad que es una de Ias razones que han dificultado las investigaciones. La 
absorcibn, excrecibn y depbito en 10s tejidos depende de las propiedades de 10s 
complejos que forme el ion aluminio con ligandos bioltrgicos. Desafortunadamente, 10s 
intentos por describir la cinetica de la fomacion de estos complejos se han vista, 
generalmente, frustrados por la tendencia a hidrolizarse que presentan ambos, el ion 
libre Al3+ y 1os complejos de aluminio. 
Es importante destacar que tanto la solubilidad como la especiacion del aluminio 
inorgzinico son altamente dependienk del pH, mientras que la solubilidad de 10s 
complejos organicos esta relacionada con el nivel de materia o e n i c a  disuelta. En 
soluciones acuosas bajo condiciones acidas (pH<5) existe la forma octa&ica 
hexahidratada (Al(H~0)6)~+, usuahente abreviada A13+. A medida que aumenta el 
pH de la solution, las esp ies  solubles sufren sucesivas deprotonaciones fodndose,  
gradualmente, Al(OH)Z+, Al(OH)z+ y Al(OH)3. A pH>6,2 la especie soluble 
predominante es la forrna tetrakdrica aluminato AI(OH)4 - (Suwalsky et al, 2002). 
La especie capaz de reaccionar con ligandos inorganicos, orgirnicos o proteinas en el 
medio intra y extracelular, es el aluminio libre no hidrolizado Al3+ (Martin, 1986). 
Por lo tanto, es la concentracion de esta especie, y no la del aluminio total, la que se 
considera, actualmente, critica en la evaluation de la toxicidad del metal. 
En el plasma sanguineo, 10s ligandos principales son el citrato, entre 10s de baja Mr 
(Fatemi et 4 199 1) y la transfemina, entre las proteinas ('T'rapp, 1983; Martin, 1 986). 
En ausencia de citrato, o cuando el pH del entorno es mhs acido, el fosfato inorginico 
(Martin, 1986; Venturini & Berthon, 1989) y el ATP (Exley & Birchal, 1992) tarnbibn 
tienen elevada afinidad por aluminio. La transfemina es responsable del 60% del 
transporte de aluminio ingresado a1 organism0 humano, la albirmina transports el 
34%, correspondiendo, el resto a1 anion citrato (Fatemi et al, 1 99 1 ) . 
La biodisponibilidad y, en consecuencia, la toxicidad del aluminio, dependen de la 
identidad quirnica presente y de la capacidad de 10s ligandos del medio para interferir 
en la esfera de hidrataciim del ion rnealico. 
El aluminio constituye cerca del 8% de la superficie terrestre. A d e d ,  la accion 
antmpogknica tiende a modificar la forma quimica en la que el aluminio se encuentra 
en la naturaleza e incrernenta su biodisponibilidad ptencial, convirtikndolo en uri 
elemento toxico o perg'udicial para la salud (Cox, 1995; Exley & Birchall, 1992). De 
hecho, se encuentran concentraciones mas elevadas en zonas cercanas a 10s sitios de 
desecho de algunas industria (Nayak, 200 1). 
Los p e s o s  naturales y Ias actividades humanas (mineria y agricultura) agregan 
continuamente prticulas de aluminio a1 ambiente. La concentraci6n del metal en el 
agua natural generalmente es baja, sin embargo, la acidification de1 suelo, en 
particular par precipitaciones acidas, libera aluminio disolviCnda10. De esta manera, 
aumenta su disponibilidad en las corrientes de agua (Harris ef al, 1996). 
La expicibn no ocupacional a alurninio se produce principalmente a travk de la 
ingestibn de agua y alimentos. Varias t i p  de vegetales contienen aluminio, ya que 
crecen en suelos en 10s cuales las concentraciones del metal son ekvadas. Cuando el 
pH del suelo es menor que 5,0, el alurninio se solubiliza y es absorbido por h s  raices 
de las plantas (Exley & Birchall, 1992). 
For otra pa*, se ha reportado que 10s aditivos agregados a 10s alimentos pueden 
contribuir con cantidades que superan 1 mg Al/racion (Pennington & Schoen, 1995). 
Las sales de aluminio no solo son agregadas durante el pweso de elaburaciun 
industrial de algunas frutas, quesos y cerveza sino que constituyen, ademhs, 
componentes habituales de 10s plvos de hornear, aditivos y conservantes 
alirnentarios. 
El proceso de potabilizacion del agua incluye una etapa de clarification quirnica con 
aluminato de sodio, aluminato de amonio o sulfato de aluminio (Busler, 1979). Con 
estos compuestos se promueve la precipitation de hiddxido de aluminio con 
a8sarcion de la turbiedad, rnientras que el exceso de ion AIS+ permanece en solucibn 
(Hem, 1986). El agua de la red urbana puede contener trazas del cation en estado 
libre y en forma de distintos complejos orghnicos. Supaniendo que las cafierias de 
distribution no contribuyen a aumentar las concentraciones de aluminio, las 
determinaciones realizadas en la planta potabilizadora indican concentraciones de 
aluminio bajas, del orden de 10-6 mol/l (Martyn et a/, 1989; Trapp, 1986), con 
variaciones segun el lugar geogrhfico de origen del agua de bebida. Por ello, se 
considera que la ingesta de agua contribuye con una cantidad muy pequefia a1 aporte 
de aluminio a traves de la dieta, la cual, en promedio, alcanza 10 mg Al/dh.  
Otra fuente de exposicion es el empleo cotidiano de vajilla, utensilios, recipientes y 
folios de aluminio. La mayoria de 10s alimentos, afortunadamente, no disuelve 
cantidades importantes del cation aunque el ataque quimico a tales recipientes y 
envoltorios varia con las condiciones de pH, temperatura y presencia de otras 
sustancias. La biodisponibilidad del metal por el uso de recipientes de aluminio en la 
cocina no ha sido muy estudiada, aunque se sabe que tanto el calor suministrado 
durante la coccion, como la adicion de jugos acidos y soluciones salinas, aumentan 
considerablernente la movilizacion del metal de 10s elementos que lo contienen 
(Rodriguez Suarez et d, 1986; Nagy & Jobst, 1994). 
La encefalopatia dialitica fue una de las primeras obsewaciones que hicieron 
sospechar el desamllo de alteraciones neurolbgicas a causa de la expicion a 
aluminio (Alfrey et al, 1976). La prescription, a pacientes hemodializados, de 
medicamentos conteniendo hidroxido de aluminio como cornplejante de fosfatos para 
wntrolar la hiperfosfatemia Wills & Savory, 1983; de Broe et sl, 1988; Sanai et d, 
1991; Salusky ef al, 1991), acrecentaba la acumulaci6n del metal incorporado 
ciirectamente en el tomnte sanguine0 a raiz de su presencia como contaminante del 
liquid0 de dzlisis. A pesar de que la neurotoxicidad causada por aluminio ha 
virtualmente desaparecido en la poblacion en dialisis, por el tratamiento previo &I 
agua (Alfrey, 1994), aun se reportan efectos toxicos causados por contaminacion del 
agua o de las cafierias con el metal (Berend et d, 2200 1). 
Otros pacientes que tambikn estitn expuestos a alurninio son 10s be& nacidos en 
pretkrmino e individuos con quemaduras severas, 10s cuales se encuentran sometidm 
a nutricibn parenteral, ya que el aluminio es un bien comzocido contaminante de 
soluciones intravenosas (Nayak, 2002). 
Las sales de aluminio son un constituyente habitual de productos cosmkticos y 
antitranspirantes. Si bien la absorcion del metal p r  la pie1 es rnuy baja, deben 
considerarse otras mrtas -inhalacibn e ingestion- en las forrnulas en a e m l .  En 
particular, la mta nasal-olfativa puede resulta muy significativa, ya que transportaria 
a1 aluminio directamente a1 cerebro, eludiendo las barreras hematoencefalica y renal 
(%rend, 2001). 
Debe llamarse la atencion sobre una de las mayom fuentes de expicion a aluminio 
que, generalmente, pasa inadvertida por desconocimiento. Numerosos individuos 
&n expuestos a1 metal por la ingestion regular de drogas sin prescription, tales 
como antiacidos, aspirinas tamponadas o suplementm de calcio, la que puede aportar, 
diariamente, entre 1 0 y 100 rng de aluminio (Flarend, 200 1). 
Aunque periidicamente habian sido mencionados algunos efectos del aluminio 
perjudiciales para la salud, no se les presto mayor atenci6n hasta 1921, en que se 
publico la primera dwripcion de efectos toxicm en el hombre (Spofforth, 1921 ). Un 
trabajador de la industria metalurgica manifesto severas alteraciones neurolbicas 
adjudicadas a su exposicion a aluminio debido a que se detect0 una imporlante 
excretion urinaria del metal. Desde ese momento, se han documentado numerosos 
casos de alteraciones pulmonares, oseas y/o psicomotoras debidas a la exposicion 
chnica o accidental en la industria (Elinder et lzl, 1991; Altmann, 2001). Es de 
esperar una mayor exposicion potencia1 a aluminio en ciertos p p o s  ocupacionales, 
como por ejemplo en mineros, trabajadores de refinerias de aluminio, fundiciones, 
imprentas, editoriales y de la industria metalurgica (Nayak, 2002). 
La combinacion de la amplia disponibilidad del metal con sus pmpiedades mdnicas 
y el&tricas unicas, aseguran a la quimica del aluminio un futuro brillante y en 
constante expansion. Ello implica que se debera considerar, tambien, una mayor 
exposicion ambiental (Atwood & Yearwood, 2000). 
La incorporacion de aluminio a1 organismo por via oral pareceria ser muy lenta. La 
efectividad del intestino para actuar como una barrera protectors es ilustrada por el 
hecho de que &lo 1% de la dosis oral de aluminio es incorporada a1 organismo. Sin 
embargo, existen varios quelantes de aluminio, componentes organicos habituales de 
la dieta, que aumentan considerablemente la velocidad cie absorcion del metal 
(Wilhelm etal, 1990; Driieke e td ,  1997). 
La via inhalatoria tiene especial importancia en la exposicion a compuestos de 
aluminio en forrna de polvos o aerosoles, especialmente en trabajadores que se 
encuentran en contacto con el metal. Se ha sugerido que el aluminio inhalado alcanza 
el cerebro a travb del sistema olfativo o se distibuye en forma sistkmica a travb del 
epitelio pulmonar. Ademas, cuando se ingieren particulas se acumula en el organismo 
por via gastrointestinal (Nayak, 2002). 
Aun no se conocen por completo la interaction de los epitelios gastrointestinal, 
olfativo, pulmonar y dkrmico con el aluminio. No obstante, estas barreras son 
ampliamente superadas por las administraciones intramuscular, intravenosa y 
parenteral. 
Como ya se ha descripto, la mayor parte del aluminio absorbido circula en la sangre 
unido a proteinas y forrnando complejos organicos. La fraccion que filtra lihmente a 
travks clel glomerulo es aquklla que corresponde a1 aluminio libre y a1 unido a aniones 
organicos (Wilhelm et d, I 989). 
El alurninio no absorbido a nivel intestinal es excretado en las heces. Una fraccion del 
total presente en los alimentos es retenida en cklulas de la mucosa intestinal y 
eliminada por el pmeso de descamacion (Garnot, 1986). La excrecion biliar 
constituye otra via de elirninacion Wilhelm et al, 1 990). 
El riesgo de acumulacibn organica de aluminio y, en consecuencia, el de intoxicacibn 
por el metal, depende del balance entre la cantidad de alurninio absorbida en el tracto 
digestive y la excretada por orina, bilis y materia fecal. Frente a una alteracibn del 
delicado equilibria entre absorcion y excrecion, bien sea por increment0 de la primera 
o por reduction de la ultima, el cation comienza a acumularse en los tejidos. tal como 
ocurre en personas de edad avanzada en pacientes con insuficiencia renal. Las 
poblaciones de mayor riesgo, en ese sentido, estan constituidas por personas de edad 
avanzada cuya funciones fisiolbgicas sufren un deterioro gradual, nifios recikn 
nacidos cuyos organos todavia no han completado su maduracion y pacientes con 
funcion renal disminuida. 
Asi, la acumulacion de aluminio en el organismo puede ser significativa por contacto 
con dosis elevadas por periodos cortos, o bien, por exposicih chnica con dosis 
moderadas o bajas. 
CAMBIOS PATOFISIOL~GICOS NDUCIDOS POR ALUMINIO 
Debido a la abundancia natural del Al y a su creciente utilization en la industria y en 
la vida modem, es practicamente improbable no encontrar trazas de este metal en 
afguna cClula de un ser vivo. La accion especifica del toxico determinard la magnitud 
y caracteristicas del daiio tisular, asi corno la manifestacibn de la alteracibn de alguna 
capacidad funcional del organismo (Silbergeld & Davis, 1994). 
Actualmente, se considera que el cerebm constituye un sitio importante de 
acumulacion de Al, independientemente de la via por la cual el mism~ h g ~ e ~ a  a1 
organismo. 
En los pacientes en estadio terminal de enfermedad renal, tanto la ingestion de 
compuestos de aluminio prescriptos para contrarrestar la hiperfosfatemia, como la 
contaminacicin con el metal durante el proceso hemodialitico, fueron asociadas con 
alteraciones de la conducta y signos de neumpatia (Wills & Savory, 1983). A pesar del 
tratamiento de los liquidos de dialisis por bmosis revem para disminuir la 
concentration de aluminio, nurnerosos pacientes en hernodialisis todavia manifiestan 
sintomas de "demencia aluminica" (Di Paolo et d, 1997; Montenegro et sl, 1998; 
Berend et d, 2001). 
Sin embargo la exposicion a aluminio es mas amplia de lo que podria sospechame. Por 
lo tanto, actualmente se reconoce que el riesgo de toxicidad por este metal no esencial 
no esth limitado a 10s pacientes con insuficiencia renal, sino que abarca a otros 
pacientes con funcion renal normal, y aun a individuos sanos. 
Numerosos estudios epiderniol&icos y experimentales junto con la presencia de 
deei tos  de aluminio en el sistema nervim de pacientes con enfermedad de 
Alzheimer, han sugerido una p i b l e  conexion entre la neurotoxicidad pducida por 
aluminio y la patoghesis de la enfermedad. Aunque esta relacion tadavia es motivo de 
controversia, no se puede ignorar la participacion de la acumulacion aluminica en el 
desarrollo de severas manifestaciones neuml6gi~a.s~ por lo que cada dia adquiere 
mayor importancia la investigation de los mecanismos de toxicidad por aluminio en 
relacion con enfermedades neurodegenerativas (Lukiw etal, 1992; Exley, 2001). 
Entre los multiples posibles mecanismos descriptos para explicar la accion 
neurat6xica del alumninio, se ha sugerido la induction de procesos oxidativos (Oria et 
al, 1993, ya que el metal, que no tiene capacidad redox, p e  sin embargo, la 
habilidad de promover las propidades pro-oxidantes del hierm y otros metales (Xie & 
Yokel, 1 996, Bondy et al, 1998). Los radicales libres generados serian 10s causantes &e 
alteraciones observadas en cklulas de neuroblastoma (Smith ef al, 1997; Campbell et: 
al, 1999; Olivieri ef al, 2000). Los procesos oxidantes podrian ser inducidos por una 
doble accion del aluminio, actuando sobre la organization de la rnembrana e 
interfiriendo en el metabolismo intracelular de hierro. Hash ahora, no ha podido 
unificarse un mecanismo, entre muchos pibles, que pueda explicar la multipIicidad 

Varies mecanismos han sido poshllados wmo responsables de la induccibn de anemia 
por exposicion a aluminio. Hasta el presente no se han presentado evidencias de 
alteracibn en la produccibn de cadenas de globina, pero si existe bibliografia sobre 
p i b l e  blqueo de la sintesis de hemo, ya fuera afectando la biosintesis de 
protoporfirha o interfiriendo en el metabolismo del hierro. Los resultados de eitudios 
para demustrar el efecto que fa presencia del metal ejerceria sobre enzimas 
involucradas en el metabolismo del hem0 pareceria indicar inhibicion de algunas, 
&mulacion de otras, pero resultan, en conjunto, poco concluyentes o contradictories 
(Buchet et sl, 1987; Bia et d, 1989; Buys & Kushner, 1989). El analisis de 10s datos 
reportados en tal sentido parece indicar que es improbable que la inhibicion de 
alguna de estas enzimas sea responsible de la anemia desarrollada wmo consecuencia 
de la exposicion a aluminio. 
Las similitudes quimicas entre Fe3+ y A13+ sugieren que ambos elementos podrian 
producir efectos metabblicos similares. Se ha cornproback, que el receptor para 
transferrina, localizado en la membrana celular, no distingue entre la proteina que 
transprta aluminio y la que lleva unido el ligando fisiolbgico hiem. A ese nivel, se 
establece una competencia para la incoqmracion de ambos metales. Por ello, la celula 
sufre una adaptaci6n aumentando la captacih celular del metal esencial por vias no 
dependientes de transferrina (Pkrez et al, 1 999; 2001 y 2002). 
Sobre la base de las experiencias realizadas con animales, se puede asumir que el 
aluminio es un factor exbgeno responsable del desarrollo de signos de anemia. 
Ademh, pareceria que la presencia del toxico pu& afectar diferentes estadios de las 
&lulas en sus procesos de diferenciacion y maduracion eritroide. Sin embargo, falta 
inforrnacion m b  concreta acerca de las caracteristicas de la anemia desarrollada, de 
las alteraciones a que esbin expuestas las cClulas con distintos grados de 
diferenciacion, de 10s posibles mecanismos involucrados y de su interrelacion para 
poder interpretar 10s efectos causados sobre el sistema eritropoyetico como 
consecuencia de la exposicibn a aluminio. 

Objetivos 
A pesar de que el aluminio es un metal ampliamente distribuido en la naturaleza, no 
se han hallado mecanismos fisiol&icos en 10s que intervenga, p lo que, su presencia 
en el organismo puede resultar toxica. La acumulacion de aluminio en el organismo 
de pacientes y animales en estaclios avanzados de insuficiencia renal ha sido asociada 
a anemia. Sin embargo una funcion renal intacta no resguarda del riesgo de 
intoxicacion por aluminio. 
OBJJZWO GENERAL 
Si bien varios trabajos han abordado este tema y aportaclo datos acerca de 10s efectos 
que la expicion a aluminio parece causar sobre el sistema eritmpoyktico, se disefio 
el presente estudio con el fin de describir en forma integral e m  efectos y tratar de 
dilucidar mecanisma involucrados. 
Para ello, se persiguieron 10s siguientes 
Mediante un modelo experimental de intoxicacion oral de ratas con funcion renal 
normal, se intento responder las siguientes preguntas: 
S tLa ingestibn crC,nica de dais moderadas de aluminio produce anemia? 
S De ser asi, ~cuales on las caracteristicas de la anemia desarrollada? 
§ &Se pueden detectar cambia especificos en las cklulas eritroides relacionados 
con la intoxicacion con el metal? 
§ ~Afecta la intoxicacion crCInica con aluminio a w n  aspect0 nutritional? En 
particular, se altera la incorporation de hierro a1 organisrno? 
8 &Irtgrsa el aluminio a1 organismo? Si es asi, ~cuales on 10s organa en 10s que 
se deposita el metal? 
A parfir de 10s resultados experimentales, desarrollados en la primera parte de este 
trabajo, se postularon hipbtesis acerca de posibles mecanismos de accion por 10s 
cuales el alurninio podria haber afectado celulas eritroides en distintos estadios de 
maduracih. 
Se emplearon modelm experimentales de c6iulas eritroides de origen humano, 
progenitoras de mkdula Clsea, eritrocitos maduros y lineas celulares, para tratar de 
responder 10s siguientes interrogantes: 
S ~Ejerce l aluminio una accih directa sobre las celulas maduras circulantes? 
5 ~Los carnbios rnorfolbgicos observados en lm eritrocitos pueden deberse a una 
accion del aluminio sobre cornponentes de la membrana celular? 
S LEI efecto inhibitorio de la respuesta de cClulas progenitoras eritroides a la 
eritropoyetina es consecuencia de una accibn del metal sobre la actividad de la 
hormona? 
S En caso afirmativo, jpuede el aluminio moctificar la cascada de sefializacion 
intracelular desencadenada por eritropoyetina? 

Se empleamn ratas hembras de la cepa Sprague Dawley de 21 &as de edad con peso 
comprendido entre 93 y 102 g. La anirnales fueron alojados en jaulas rnantenidas en 
ambiente con temperatura controIada y ciclos de luz de 12 h. Se proporciono aliment0 
balanceado ad tibihzm. 
Las ratas fueron distribuidas a1 azar en dos gnnpos: animales controles (C, n=8) y 
animales tratados con solucion de aluminio (M, n=IO). El period0 experimental fue 
de 8 meses. 
la. Sob-a o& con soIuaunes & a l ' o  
El gmpo de ratas tratadas recibio solucirin de citrato de A1 80 mM y el grupo de ratas 
control, agua de re8 como bebida diaria. La soluci6rt de citrato de A1 fue preparada 
con cantidades equimoIares de cloruro de Al y citrato de sodio, utilizando agua 
deionizada. 
Las drogas empleadas en la preparacion de 10s reactivos utilizados fueron de grado 
analitico. 
Se empleo agua ultrapura con resistividad especifica de 18 MQ (Milli-(2 Water 
System, Millipore, USA) para lavado del material y para la preparacion de 10s 
mctivos y medias de cuitivo. 
El material utilizado en las experiencias fue lavado para eliminar la contaminacibn 
con trams de Al, segun el siguiente esquerna de trabajo: 
El material de vidrio limpio se surnerge durante 24 h y el de pktico, 2 h en HC130% 
(v/v). Luego, se realizan 10 enjuagues con agua destilada, proceso utilizado para 
elirninar la mayor cantidad de acido de las paredes internas. L o s  restant- enjuagues se 
efecttian con agua ultrapura (Moody & Lindstrom, 1977). Se considera que los 
recipientes e&n totalmente libres de acido cuando el pH del agua de lavado es igual 
a1 pH del agua ultrapura del suministro. Esto, generalmente, se consigue luego del 
decirnoquinto enjuague. 
Las extracciones sanguineas y procedimientos quinirgicos en 10s animales fueron 
realizados bajo los efectos de vapores de kter etilico como anestksico. 
Las extracciones de las distintas muestras fuemn efectuadas por puncion cardiaca con 
aguja 21 GI". Con jeringa heparinizada se sang-6 el animal aa blanco*. Se 
prepararon frotis de sangre perifkrica con muestra de punta de jeringa. 
Se apart6 una alicuota (1,5 ml) de la muestra para efectuar las determinaciones de 
hemoglobinemia, volumen globular, prueba de reducci6n de metahernoglobina, 
recuento de reticulocitos y estudio morfolbgico de globulos rojos. 
El resto de la muestra fue centrifugada a 500 g durante 10 min a 4OC. Se separ6 el 
plasma que fue congelado a -20°C para ser utilizado en las determinaciones de 10s 
niveles de hemoglobina, haptcglobina, urea, ferrernia, capacidad total de fijacion de 
hierro y aluminio. 
Despuds del sangrado ua blanco", 10s animales fueron sacrificados par dislocacibn 
cervical. Cada animal fue miado con etanol 70°. A travks de una amplia incision 
practicada en el rnuslo, se extrajo el fkmur. Luego de despojarlo de la mayor cantidad 
posible de mllnsculo con una hoja de bisturi y gasa, bajo condiciones de esterilidad, el 
hueso fue inmediatarnente colocado en una caja de Petri conteniendo medio de cultivo 
y rnantenido en hielo hasta su pmcesamiento para la obtencion de rnaula hea (m.0.). 
El fdrnur contrahteral, bazo, higado, cerebro y rigon de cada animal, fueron 
~~movidos, lavados profusamente con solucion fisiolbgica estitril y consewados a 
-20°C hasta el analisis del contenido de Al. 
Se efectuo a travb de la deterrninacion de la concentracion plasmrifica de urea. Se 
empld el equipo Urea UV (Wiener Lab) que se basa en la reaccibn enzidtica con 
ureasa y posterior cuantificacion del amoniaco liberado, mediante reaccibn 
secundaria en la que se determina el consurno de NADH a 340 nrn. 
I%a. Wemqlobinem'a 
La concentracion de hemoglobina en las muestras de sangre se determino par el 
metodo de Drabkin (Dacie & Lewis, 1995). La medicion espectrofotometrica de la 
absorbancia de la cianometahemoglobina, forrnada tras efectuar una dilucion 1:250 
de sangre en reactivo de Drabkin (cianuro de potasio 0,77 mM; ferricianuro de 
potasio 0,61 mM, en bicarbomto de sodio 11,9 mM), fue realizada a 540 nm. Los 
valores obtenidos se interpolaron en una curva de calibracibn de hemoglobins 
esbindar Hemoglowiener (Wiener Lab) que cubria el rango de 49.6 a 298 g/1. Todas 
las determinaciones fuemn efectuadas por duplicado. 
El hernatocrito se midi6 empleando un micmm4todo. Capilares heparinizados 
cargados con la muestra de sangre fueron centrifugados a 10000 g durante 5 min 
(Routine RM 24). El volumen globular se determinb por lectura en abaco circular. 
Todas Ias deterrninaciones se efectuaron por triplicado. 
La morf'ologia eritrocitaria se observo en 10s extendidos, realizados por duplicado, de 
la sangre perifkrica de cada animal, coloreados con la tincih de May Griinwaki- 
Giemsa. Se fijo el preparado con 30 gotas de solucibn colorante de May Griinwald 
(eosinato de azul de metileno 3 g/l en metanol) durante 1 min. !3e agregam 30 gotas 
de b&r fosfato 1,7 mM, pH 7,O durante 1 min. Se cubrib el frotis durante 10 min 
con solucibn colorante =gun Giemsa diluido (1 gota de colorante por cada ml de 
b&erfosfato pH 7,O) y se lavo con el rnismo bmXe~: 
Se realid la observacibn microscopica sobre el tercio final del extendido con 
magnificacibn de 1000~. 
Se emplei, el colorante supravital azul brillante de cresilo que pone de manifiesto la 
presencia de restos de ribonucleoproteinas en el citoplasma de los reticulocitos, en 10s 
cuaies se observa una trama granular o filamentosa de color azul. 
Se agregaron 3 gotas de la solucibn colorante (azul brillante de cresilo 10 g/l en 
citrato triscidico 2074 mM, cloruro de sodio 1 16 mM) a 0,3 ml de sangre, incubkndose 
a 37OC durante 20 min. A1 c a b  de ese tiempo se prepararon 10s extendidos por 
triplicado, 10s cuales fueron tefiidos con May Griinwald-Giemsa, &n la metociologia 
descripta, para mejorar el contraste(Dacie & Lewis,I 995). El recuento fue mlizado 
microscopicamente con magnificacion lOOOx empleando una cuadricuh de, 
apmximadamente, 4 rnm de lado. Fue determinado el porcentaje de reticulocitos en 
una poblacibn de 1000 cklulas. 
La observaci6n morfol&ica de las c&da.s fue realizada en un microscopio electrvinico 
de barrido (Phillips 5 1 5), rnediante el cual se analizaron irnagenes tridimensionales de 
la superficie celular con una elevada resolution. 
La variaci~n en la composicion de cationes intracelulares fue detectada por medicion 
de la energia dispersada de rayos-X (EDAX 910), t&nica que permite obtener un 
m a p  cuantitativo de la composicion de elernentos. Se empleb el equip del Servicio de 
Pvlicroscopia Electronics de CITEFA. 
Una gota de sangre anticoagulada fue depositada subre un pequefio soporte de vidrio 
de 7 mm de lado. La muestra fue fijada can glutardialdehido 3% (v/v) en b&er 
fosfato 0,I M pH 7,4 durante 20 min. A continuacibn se efectuaron tres lavados con 
buf%e'erfosfato. Las soluciones cie fijacion y lavado fueron retiradas por absorcion con 
pap1 de filtro. Finalmente, las muestras fueron sometidas a un proceso de 
deshidratacion, sumergiendolas sucesivamente en acetona 25%, SO%, 75%, 80%, 9096, 
95%, 1000?, repitiendo tres veces cada operation. Para completar el secado de la 
muestra biolkica se efectuo el punto critic0 (Bakers CPD 030), proceso que, 
rnediante variaciones de presion y temperatura, reernplaza la acetona por dibxido de 
carbono gaseoso. Como ultimo tratamiento, la muestra fue cubierta con carbono y 
metalizada con om-paladio (Balzers Union SCD 040). Este proceso de metalkado 
permite la interaccicin entre el haz de electrones del microscopio y la muestra, la cual 
emite sefiales que luego se traducen en pulsos elkctricos. Mientras se efechraba la 
observaciun microscopica se tomaron fotografias de 10s camps representatives. 
IV. DETERMINACION DE P-0s INDICADOKES DE 
HEMOLISIS I N T R A V A S ~  
Ma. U a p t ~ I o b ~ a  
Para deterrninar la concentracion plasrniitica de haptoglobina fue utilizada la tecnica 
de inmunodifusi6n radial simple rnediante el uso del reactivo de diagn6stico NOR- 
Partigen (Behringwerke). La difusion del plasma en una placa de agar que contiene 
incorporado un antisuero anti-haptoglobina produce un anillo de precipitation, 
siendo el cuadrado del diametro proportional a la concentracion de la proteina 
correspondiente. 
Se comprob6, en primer lugar, que el anticuerpo anti-proteina humana producia 
m c i o n  inmunolkica pi t iva  con la haptoglobina de rata. 
Us datos observados con cada muestra fueron interpolados en la curva de calibracion 
provista por el equip, fa cual fue controlada mediante el uso del S&n& Human 
&m (Behringwerke) . 
Se emplw el mktodo de Brewer y colaboradores (1962) con modificaciones 
introducidas para trabajar con pequefios volumenes de muestra. 
La prueba se basa en la reduction de h metahemoglobina f o m d a  a partir de la 
oxidation de la hernoglobina de la muestra por nitrito de sodio. En el eritrocito, por 
otra parte, la glucosa es transformada a glucosa-6-fosfato mdiante la accion de 
GGPD, principal enzirna del camino de las pentosas, generandu NADPH. En presencia 
de am1 de metileno y NADPH, un electrC,n es transferido a1 Fe3+ de la 
metahernoglobina, la cual es reducida a hernoglobina. En caso de deficiencia de GGPD, 
e d  bloqueado el camino de las pentosas y la rnetahemoglobina persiste porque no 
puede ser reducida en ausencia de NADPH. 
Se emplearon nitrite de sodio 180 mA4 y glucosa 280 mM, como solucibn oxidante y 
ml de metileno 15 g/l como solucion reductora. Se pwpararon dos series de tubos 
para cada muestra: control (con solucion oxidante) y prueba (con soluciones oxidante 
y reductora), contenido que fue secado a 37°C. A cada par de tubos se agregaron 02 
rnl de cada muestra de sangre, 10s cuales fueron incubados a 37QC durante 3 h. 
Finalmente, se efectuo una dilucion 1 :I00 con agua destilada y, despuCs de mezclar 
cuidadosamente, se compararon 10s colores entre h s  series. 
El ensayo se bas6 en la oxidacilm de bencidina por el oxigeno liberado del agua 
oxigenada por accion catalitica del grmpo hemo de la hernoglobina, con la formation 
de un producto coloreado evaluado espectrofotom~tricamente. 
La concentracion Be hemoglobina fibre en plasma fue determinada, por duplicado, en 
20 pl de plasma por agregado de 1 rnl de bencidina 10 g/l en acido acCtico 90% y de 
1 ml de Hz02 11%. Despuk de incubar durante 20 min a temperabra ambiente, se 
agregaron 10 rnl de Acid0 acCtico 10% y se efechto la medicibn espectrofotom~trica de 
la absorbancia a 51 5 nm. LQS valores fueron interpolados en una curva de calibracion 
obtenida con un estindar (Hemoglowiener) para un rango de hernoglobina entre 50 y 
200 mg/l (Crosby & Furth, 1956). 
V. ESI'UDIO DEL MFTABOUSMO DEL HIERRO 
El ferrocianuro de potasio reacciona en medio iicido con el FeSi de 10s depi>sitos 
intracelulares para formar el complejo ferrocianuro fkrrico o am1 de Prusia. 
h s  extendidos de sangre perifkrica y de m.0. fueron fijados durante 5 min con 
metanol. Luego del lavado con agua cowiente fuemn cubiertos con ferrocianuro de 
potasio 24 rnM en WC1 O,1 N durante 10 min. Tras un lavado, fueron tefiidos con 
safranina 0,1% como colorante de contraste durante 3 min, lavadas y secados a1 aire. 
La observation se realizo en microscopio con rnagnificacion de lOOOx (Dacie & Lewis, 
1995). 
La concentracion de hierro (Fe) plasmatico fue determinada p r  un mktcdo 
colorirn6trico empleando el reactivo de diagnostic0 uHierro sin desproteinizacibn" 
(Boehringer Niannheim). El Fe se disocia de su union con transferrina en medio Acido 
y, en presencia de un agente  ducto or, cambia su estado de oxidation a Fe+2. Este 
reacciona con femnina formando un complejo magenta cuya absorbancia se 
deterrnina espectrofotomktricamente a 562 nm. El color desarrollado es proportional 
a la concentracion total de Fe, la cual fue calculada teniendo en cuenta la absortividad 
molar del product0 de color (&=I 22 1.cm-1.~-1). 
Los reactivos provistos por el equipo de diagnostic0 fueron: M e r  (acetato sCdico 17 
mM; pH 5,5), acido ascorbic0 wrno agente reductor y femmina. Para control del 
metodo se utilizo un suero control Standatrol (Wiener Lab). 
Con el objeto de comprobar si el A1 interfiere en la reaccion entre el Fe y la ferrozina 
se determino el Fe plasmatico wn agregado de concentraciones crecientes de A1 (0 - 
200 pg/l). A1 realizar el adlisis estadistico (Prueba de Kruskal-Wallis), no se 
encontraron diferencias significativas de la concentracion de Fe obtenida en p~sencia 
de las distintas concentraciones de Al. Con este resultado se demostrd que el Al no 
interfiere en la union del complejo que forman el Fe y la femzina. 
La capacidad total de fijacion de Fe deterrnina la masa de Fe que satura todos l a  sitios 
de union disponibles en la mol&ula de transferrina y es representativa de la cantidad 
de transferrina plasmhtica. Los sitios de las mol&ulas de transferrina plasmatica 
fueron saturados con solucion estabilizada Qe Fe3+. El remanente de Fe3+ no ligado se 
elirninb por coprecipitacibn con carbonato de magnesio (Fer-color Transferrim, 
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Wiener Lab). Tras una vigorosa agitation, se procedio a centrifugar 1 5 min a 7200 g. 
El Fe unido a transferrina se determino espectrofotometricamente empleando la 
t6cnica descripta para ferremia. 
Con 10s datos obtenidos de la concentration de Fe en plasma y capacidad total de 
fijacion de Fe se calculo el porcentaje de saturation de transferrina plasmatica. 
VI. DESARROLLO DE CFU-E 
Una unidad formadora de colonias eritroides, CFU-E, es la celula progenitors de la 
serie roja que da origen a una colonia conformada p r  un gmpo de 8 a 65 celulas, 
parcia1 o totalmente hemoglobinizadas (Stephenson et al, 1 9 7 1 ; Mc L e d  et sll, 1 9 74). 
* Adedio de cultivo bibico: medio minimo esencial de Eagle a-modificado, con sales 
de Earle sin ribbsidos o deoxirriMidos (a-MEM). La adicibn de NaHCOs 26 m M  y 
bw%erHEPES 25 mM perrnitio regular el pH entre 7,2-7,4. 
Medio de recoleccion: medio de cultivo basico adicionado con suero fetal bovino 
(SFB) 2% (McLeod et d, 1 974). 
Medio s e ~ i i d o :  medio de cultivo basico adicionado con SFB 25%; L-glutamina 2 
mM; 2-mercaptoetanol O,1 mM; sulfato de gentamicina 50 mg/l y metilcelulosa 0,8% 
(p/v) (Iscove eta4 1974). 
Se cortaron ambas epifisis del hueso mantenido en hielo desde su extraction. El 
contenido medular fue obtenido por perfusion con 1 ml de medio de recoleccion y el 
material, recogido en una caja de Petri colocada en hielo. La suspension medular fue 
aspirada e impelida varias veces con pipeta tipo Pasteur para disgrzgar las celulas, fue 
lavada con 10 ml de medio de recoleccion a 4 T  (McLeod et d, 1974) y centrifugada 
a 500 g durante 10 min a 4T. Se descarto el sobrenadante y se repitio el 
procedimiento. 
Las celulas fueron suspendidas en 2 ml de medio de recoleccion. Una alicuota de la 
suspensirjn fue diluida convenientemente con solucion de acido acetic0 3% (v/v) 
coloreado con azul de metileno para deterrninar el recuento celular en camara de 
Neubauer. 
Las celulas de m.0. fueron suspendidas en medio semisolido en concentracion final de 
2x10s cCl./ml y estimuladas con eritropoyetina (Epo) (como se describe en me.). Un 
rnililitro de esta suspension celular fue distribuida en placas de Petri de poliestireno 
(10x35 mm). Cada ensayo fue realizado por triplicado. Las placas fueron incubadas a 
37OC en atmosfera saturada con vapor de agua y en presencia de 5% de COZ durante 
48 h, a1 cabo de las males fueron coloreadas segtin la tecnica descripta por Ogawa et 
a2 (1976). La tincion citoquimica p n e  de manifiesto la actividad pseudoperoxiddsica 
de las celulas eritroides cuando se las incuba con Hz02 en presencia de un sustrato 
cromogknico. Para ello, se utilk6 una solucion recikn preparada de 3-3' 
diaminobencidina 0,03% en Tris-HC150 mM, pH 7,6 y Hz02 0,5%. Las cklulas parch1 
o totalmente hemoglobinizadas tomaron una coloration cuya garna vario del naranja 
a1 marron oscuro. Las colonias eritroides fueron visualizadas en un micruzscopio 
invertido con aumento de lOOx y su recuento se efectut, en un area de 41 mmz 
utilizando un reticulo micromktrico ocular de 047 mm2 de superficie. 
El numero de CFU-E en cada ensayo se expresa como la media geometrica (G + &) de 
triplicados. Esta forrna de expresion de 10s resultados es la apropiada para el t i p  de 
crecimiento expnencial de las CFU-E. 
Para cteterminar la concentracion optima de Epo necesaria para estimular el desarrollo 
de CFU-E, se realizb una curva dosis respuesta en la que 2xlOQelulas de m.0. fueron 
estimuladas con 0,125; 0,25; 0,50 y 1,00 unidades de rHuEpo (Hemax, BioSidus SA, 
Argentina) por rnililitro (U Epo/rnl). El del desarrollo de colonias eritroides (GBG) 
correspondientes a un ensayo realizado por triplicado se observan en la Figura: 
8 , .  
Corlccntrac~on de Epo (Uiml) 
Becto de la concentracion de Epo sobre el desarrollo de colonias eritroides 
En 10s cultivos controles no estirnulados con Epo (x=O), se observo el crecimiento de 
colonias eritroides que corresponderian a1 desarrollo y diferenciacibn de las cklulas 
d s  maduras de la progenie eritroide de la rata, estimuladas in vivD por la homona 
circulante endbgena. La proteina recombinante ernpleada permitio el desarrollo de un 
importante numero de colonias con el agregado de 0,125 U Epo/ml y a partir & 0,5 
U Epo/ml quedci establecido un plateau. Para 10s sucesivos cultivos la concentracion 
de E p  elegida fue 0 3 5  U/ml. 
Las muestras de tejido fuemn digeridas en un horno de microondas programable 
(CEM Microwave Digestion System, MDS 2000. Mattheus, NC, USA). Se reah6 la 
destruccicin de la materia orgisnica en medio hcido en un recipiente cerrado 
empleando calentarniento asistido pm micmndas (frecuencia 2450 h4Hz) bajo 
presion controlada, para la posterior determinacibn de A1 p r  espectrometria de 
absorcion atbmica. 
Un femur, bazo, cerebro, higado y ririin de cada uno de 10s anirnales fueron 
descongelados y secados en estufa a 60°C durante 48 h. 
Las muestras, previamente pesadas (140-800 q), fueron introducidas en recipientes 
de teflon a los que se agrego HNOs 65% (v/v). El sensor de presion se colow en el 
recipiente que contenia la muestra de mayor peso. Se desamllo el prograrna de 
digestion adecuado para cada uno de 10s brganos de acuerdo con 10s padmetros 
indicados en la Tabla I. Finalizada la digestion, 10s recipientes fueron enfriados. Se 
pemnitib, bajo campana, la salida de los gases de NO y NO2 generados. 
Las soluciones fueron transferidas cuantitativarnente a matraces aforados (hueso: 100 
ml y bazo, higado, cerebro y rifion: 50 ml). 
La cuantificacion de A1 se efectuo en espectrbrnetro de absorcion atbmica (Shimadzu 
AA-6501, Japbn) acoplado a un horno de grafito (Shimah GF 6000). Se ernpleo 
nitrato de rnagnesio, adicionado autornaticamente, corno modificador de rnatriz para 
evitar la p&dida de compuestos volhtiles de Al durante las etapas de desarrollo de altas 
temperaturas. Cada rnuestra fue analizada, por lo menos, por sextuplicado, hasta 
alcanzar un coeficiente de variation < 5%. La curva de calibration fue construida en 
base a la aftura de 10s picas de las sellales wrrespondientes a las soluciones testigos 
con concentracion conocida. La concentracion de A1 fue determinada por el Dr Jorge 
Strijxikis en el Laboratorio de Anirlisis de Trazas del Departamento de mimica 
Inorgitnica, Anafitica y Quimica Fisica de la F.C.E. y N. 
Capitulo I Materials y M6todos 
Tabla 1: Condiciones exprimentales para la destruction de la materia 
orghnica tisular 
Capitulo I1 Materiales y M6todos 
Eritrocitos de sujetos adultos sanos, hombres y mujeres, con edades comprendidas 
entre 29 y 35 afios, fueron sometidos a un proceso de envejecimiento in vitm en 
presencia de compuestos de A1 con el fin de estudiar una accion directa del meial. 
Muestras de sangre periferica, fueron extraidas por puncion venosa con heparina 
como anticoagulante. Las cklulas rnononucleares, el plasma y las plaquetas fueron 
cuidadosamente descartados luego de centrifugar la sangre a 500 gdurante 10 min a 
4 O C .  La fraccion de eritrocitos fue lavada 3 veces en 10 volumenes de b@er fosfato 
salino (PBS; NaCl0,137 M; KC1 3 mM; NaH2P04 1,9 nM; Na2HP04 8,lmM, pH 7,4) 
empleando las misrnas condiciones de centrifugation. Para asegurar la total remocibn 
de leucocitos y plaquetas, la porcion superior de la columna de eritrocitos de, 
aproximadamente, 3 o 4 mm de altura, fue tambien descartada. 
El paquete globular fue suspendido en medio 199 (Sigma Chemical Co) conteniendo 
L-glutamina 2 mM, NaHC03 4,Z mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 1 0 0  
pg/rnl e incubado a 4OC (Kay, 1975) durante diferentes periodos. El medio de 
incubation fue renovado cada 3 o 4 dias. 
Como control de envejecimiento se emplearon eritrocitos procesados en el momento 
de la extraction. 
II. CARA&S~][CAS MORFOLOGICAS Y PROPIEDADES DE LOS 
ERITROrnOS 
Los cambios morfol~icos de 10s eritrocitos fueron estradiados p r  MEJ3 empleando la 
metodologia (preparation de muestra y observation rnicroscbpica) detallada en el 
Capitulo I seccion 111. 

produce un paMn de difraccion de deformabilidad eritmitaria, que fue analizado 
por fobmetria. Se midieron la constante de tiempo (tr) que es el tiempo caractedstico 
que se tarda en recobrar la forma luego de una interrupcion abrupta de la fuerza 
inicial, y el mbdulo elhstico de la membrana (p), medida de la magnitud de la fuerza 
necesaria para inducir una defomcion uniaxial con un area constante. Con estos dos 
parhmetros se evalu6 la viscosidad de la superficie de rnembram (q) que se calcula 
como el producto entre try p. 
El adlisis de viscosidad de las rnembranas eritrocitarias fue realizado en la Cliitedra de 
Biofisica de la Facultad de Ciencias MMcas de la Universidad Nacional de Rosario. 
Las membranas de globulos mjos (ghosb o "fantasmas") fueron obtenidas por el 
mttodo de Rouyer-Fessard y colaboradores (1987). Los eritrocitos fueron lisados con 
b&er fosfato de sodio 5 mM, pH 8 a 4"C, conteniendo inhibidores de proteasas 
(fiuoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 50 p M  e inhibidor de tripsina (soyea bean 
t?ypsin inhibitor, SBTI) 50 mg/l) en proportion 1 : 1 3 entre el paquete globular y el 
b&r, Luego de 15 min de incubacibn en hie10 se centrifuge a 13000 g durante 15 
min a 4°C. El sobrenadante, correspondiente a la fracci6n citosdlica, fue separado. Las 
membranas heron lavadas con igual volumen de b&r y centrifugadas bajo las 
mismas condiciones hasta que el sobrenadante se hallara libre de hemoglobins (5 6 6 
lavados). 
Las membranas eritrocitarias fueron conservadas a -20°C. 
Se determino la concentration de proteinas de membrana p r  el mCtodo cie Lowry y 
colaboradores (1 95 1) tras efectuar una dilucibn 1 :40 en SDS I % (p/v) para favorecer 
la disolucibn. 
Se realiz<i la electroforesis en gel de poliacriiamida con dodecil sulfato de mdio (SDS- 
PAGE) de 10s fantasmas eritmitarios, empleando el sistema discontinuo de Laemmli 
(1970). Para ello se us0 una cuba electrofo&tica (Miniprotean 11, Bio-Rad) y una 
fuente de pder (EPS 600, Pharmacia). En SDS-PAGE, la diferencia de movilidad 
electrofoktica de las proteinas se basa en diferencias entre sus tamaAos moleculares, 
dado que el tratamiento con SDS equipara la densidad de carga superficial de las 
mismas. 
La concentracion de monomero 09 en el gel concentrador fue de 4%: acrilamida 39 
g/l; bisacrilamida 1 g/l; SDS 1 g/l en Tris-HC1125 mM, pH 64. Como catalizador de 
la polimerizaciirn se emplw N,N7N7,N'-tetrametilendbmina -ED 6=0777M,02 
g/l) 073 ml/l y permlfato de amonio 0,37 g/l como iniciador. 
El T en el gel separador fue de 8%: acrilamida 78g/1; bisacrilamida 2,l g/l; SDS 1 g/l; 
TEMED 0,3 ml/l; persulfato de amonio 0,127 g/l en Tris-HC1 375 rnM7 pH 8,s. 
Las rnembranas fueron solubilizadas en el bukKer de muestra CTris-HC1 62,s mM; pH 
6,s; conteniendo SDS 2% (p/v); 2-mercaptoetanol5% (v/v); gliceml 10% (v/v) y azul 
de bromofenol 0,01 g/l) por calentamiento a ebullicion durante 1 min. Una rnasa de 5 
pg de proteinas fue sembrada en cada calle y en cada placa h e  incluido un marcador 
de p e a  moleculares pretefiido. 
La electroforesis fue desarrollada a corriente constante de 20 rnA durante el pmem 
de imtacoforesis en el gel concentrador y 25 mA en el gel separador. 
Al finalizar la electroforesis, el gel fue coloreado utilizando la doble tincion de rea~tivo 
de piata y colorante azul brillante de Coomassie R-250 (ABC), de acuerdo a Dzandu y 
colaboradores (1984). Esta tincion perrnite diferenciar l a  compnentes de la 
membrana (proteinas, sialoglicoproteinas y lipidos) en un unico gel. En primer lugar, 
el gel fue coloreado con 10s reactivos para fincion con plata (Bio-Rad), siguiendo el 
prottocolo provisto por el comerciante y teniendo la precaucion de utilizar recipientes 
de vidrio y manipuiar el gel con guantes para no alterar la reacci~n con plata. 
Posteriormente, el gel fue contra-coloreado 30 min con ABC 0,2% en soluci6n 
decolorante (metanol : acido acetic0 : agua destilada, 3:1:6 v/v/v) y decolorado. 
Otro gel, desarrollado en paralelo fue utilizado en la dcnica de immunobIott&g. 
Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a membranas de 
nitrocelulosa (NC) Hybond ECL (Arnersham Pharmacia Biotech) siguiendo la 
metodologia descripta por Towbin y colaboradores (1 979), en un equip Hoefer TE 22 
Mini Tank Transphor Unit (Arnersham Pharmacia Biotech) a 120 rnA y 30 V durante 
90 min. Durante todo el proceso se emplearon guantes para evitar contaminar las NC 
con proteinas externas. 
b r i o  a la transferencia, l a  NC y 10s geles fueron hidratados 30 rnin en el H e r  de 
transferencia (7% 25 mM7 glicina 1 95 mM; SDS 0,05%, pH 8,3; metanol20% (v/v)). 
A1 finalizar la transferencia, las NC fueron lavadas varias veces con buffer T£S tk.is 
25 mM; NaCl 137 mM, KC1 3 mM; pH 7,4). Los sitios de union inespecificos fuemn 
bloqueadm con alMmina krica bovina (BSA) 2% (p/v) en TBS durante la noche. 
Luego, las NC fueron incubadas durante l h  con agitacion constante con un 
anticuerpo monoclonal contra la proteina hurnana banda 3 (Sigma Chemical Co) o 
espectrina humana (Sigma Chemical Co) diluidos 1:WW y 1:500, respectivamente, 
con BSA 1 % (p/v) en TBS. 
Luego de dos lavadm con Tween 20 0,05% en TBS (1 5 min) y uno con TBS (1 5 min) 
se p r d i o  a incubar las NC, durante I h con agitation, con anticuerpo de conejo 
contra IgG de rat6n conjug& con fosfahsa alcalina (Sigma Chemical Co), diluido 
1:10000 con BSA 1% en TBS. Las proteinas no unidas fueron removidas mediante un 
procedimiento de lavado igual a1 anteriormente exglicado. Las bandas fueron 
reveladas empleando el reactivo comercial Sigma Fast (sustrato para fosfatasa alcalina 
5-bmmo-4-cloro-3-indolil fosfato y reactivo IZ&D blue tefrmfium, Sigma Chemical 
0). Una vez obtenida la sefial, la reaccibn fue detenida con agua destilada. 
IV. CONTENID0 DE ALUMINIO EN LAS MCCIONES CELIJLARB 
Se detemino el contenido de A1 en la membrana y en la fraccion citos6lica de l a  
eritrocitos. Para obtener ambas fracciones se procedi6 a la lisis celular y centrifugation 
(como se detallo en el Capitulo IT, secci6n II1.a). Un mililitro de la hccion citodlica se 
conservt, a -20°C. Las membranas fueron lavadas y, una vez removida la hemoglobins, 
10s fantasmas fueron disueltos en SDS 1% y collsexvados a -20°C. 
La cuantificacion del contenido de A1 en ambas fracciones se efectuo mediante 
espectrornetria de absorcion atornica (como se detallo en el capitulo I, secci~n VII). 
I. -NTO Y PRESERVACIUN RE LAS C ~ U L A S  
Durante esta etapa de la investigaciun fueron utilizados cultivos prirnarios de cklulas 
progenitoras eritroides humanas y dos lineas celulares como modelos experimentales. 
Para presewar las cClulas por un period0 prolongado se ~ q u i e ~ e n  temperaturas 
extremadamente bjas. Estas temperaturas hacen que el metabolism0 celular 
disminuya significativamente. El principal problem que presenta el congelamiento 
celular es la forrnacion de cristales en el citoplasma que tienden a romper la 
membrana celular. Para evitar esto, se han utilizado urn gran cantidad de agentes 
quimicos -gliceml, dimetil sulfoxido (DMSO), polivinilpimlidona- que hacen que la 
temperatura intracelular descienda de manera gradual. 
La suspension celular a ser congelada (106-lo7 cel./rnl) fue centrifugada a 200 g 
durante 10 min. La mezcla congelante (medio de cultivo: SFB: DMSO; 45:45:10; 
v/v/v) fue agregada a1 pellei: La suspension celular fue dpidamente homogeneizada 
y trasvasada a un criotubo que fue colocado en un wntenedor para frisar "Mr Frostyn 
(Nalgene). Este recipiente colocado a -2PC y luego a -700C permite que la 
temperatura disminuya aproximadamente I-2% por min. Cuando el sistema alcanzb 
dicha temperatura, 10s criotubos fueron almacenados en un tanque de nitrbgeno 
liquid0 a -1 74OC (Hay, 1992). 
Para la reconstitucibn de las cClulas, el criotuh fue nipidamente sumergido en un 
baAo a 37OC. Una vez descongelada, la suspension fue trasvasada a un tubo de 
centrifuga a1 que se agrego la mezcla apmpiada de medio de cultivo, SFB y antibioticos 
se@n el tipo celular, como se detalla en el Capitulo 111, secciones &a, IILa y III.b. Este 
prd imien to  debe efectuarse en foma muy lenta y con intervalos de 1-2 min/ml. 
Por ultimo, despub de centrifugar 10 min a 200 g, se removio el sobmnadante y se 
agrego medio fresco (Hay, 1 992). 
La viabilidad celular fue determinada mediante la prueba de exclusion de colorante 
supravital, en una dilucion de la suspension celular 1:2 con azul Tripan 2 g/l en PBS. 
El recuento de celulas en esta suspension fue realizado en microscopio optic0 con 
aumento de 400x, utilizando una camara de Neubauer modificada (McAteer & Davis, 
1994). 
II. CI~LXAS PROG3NTORAS ERKROIDES HUMANAS 
Cklulas progenitoras eritroides humanas fueron semipurificadas a partir de sangre 
periferica de voluntarios sanos, previo consentimiento de los mismos. Se recolectaron 
celulas hematopyeticas pluripotentes de sangre periferica a traves de mliquina de 
aferesis, con una programacion especifica para dicho objetivo (Servicio de 
Hemoterapia del Hospital Naval, Ciudad de Buenos Aires). 
Los concentracios celulares de sangre periferica fueron lavados 3 veces mediante 
centrifugacion a 200 g durante 10 min a 8°C con medio de lavado a-MEM - SFB 2%. 
Posteriormente, las cklulas fueron semi-purificadas mediante un gradiente de 
centrifugacion diferencial con Ficoll-Paque Plus 1,077 g/ml (F-P) (Amersham 
Pharmacia Biotech) en relacion F-Pa-MEM, 32,  empleiindo 1 ml p r  cada I ,5x107 
celulas. Luego de centrifugar a 400 g durante 30 min a temperatura ambiente se 
recolectd cuidadosamente la interfase mononuclear. Esta fraccibn fue lavada 2 veces y 
resuspendida (aproximadamente 5x1 06 ckl./ml) en a-MEM wnteniendo SFB 30% y 
sulfato de gentamicina 0,05 g/l. Esta suspension fue incubada durante la nwhe en 
placas de Petri de poliestireno a 37OC y 5% de COz para separar las c6lulas adherentes 
(Saw& et d, 1987). Las cCfulas mononucleares no adheridas fueron lavadas 3 veces 
y recolectadas en medio de lavado. En cada paso se efectuaron recuentos y estudios de 
viabilidad celular. 
Las c6lulas mononucleares no adherentes, obtenidas luego de la purification de 
concentrados de sangre periferica, fueron cultivadas en medio semisC,lido a-MEM, 
conteniendo metilcelulosa 0,8%; bder  HEPES 25 mM; NaHCOs 26 mM; SFB 30%; L- 
glutamina 2 mM; 2-mercaptoetanol 0,l mM; sulfato de gentarnicina 50 mg/l y a p -  
transferrina I*; en concentracion final de 3,5x105 cel./ml, Los cultivos heron 
estimulados con las concentraciones de rHuEpo (Pronivel 1000, Elea SACE y A) que 
se detallan en el Capitulo 111, seccibn Xd Un rnililitro de medio semisiilido 
conteniendo las celulas fue distribuido en placas de Petri de poliestireno para cultivo 
("lu?treaapAY< 10x35 mm, Corning). Cada cultivo fue realizado por triplicado. Las 
placas fueron incubadas en estufa a 37OC durante 9 dias en atmhfera conteniendo 5% 
COZ y 1 0 %  de humedad. 
El muento de CFU-E, colonias eritroides formadas por 8 o mPs c~lulas 
hemoglobinizadas, h e  realiaado como se describib en el capitulo I, con excepcibn de 
que el crom6geno utilizado en esta oportunidad fue 2,7-diarninofluoreno (DAF, Sigma 
Chemical Co). Este compuesto es oxidado debido a la actividad pseudoperoxidasa de la 
hemoglobina sobre el Hz02 y genera un compuesto coloreado azul fluoreno cuya 
concentracion muestra una relacion lineal con la concentracion de hemoglobina 
presente. Este reactivo reemplaza a la bencidina por su mayor sensibilidad 
(Worthington ef al, 1 987). 
Las colonias eritroides fueron tefiidas con DAF 0,9 pg/1 en b&ierTris-HC10,Z M, pH 
7,O y contadas usando un m i c m p i o  invertido (Axiovert 135, Zeiss) con aumento 
200x, calcu~ndose la media geombtrica (G) del numero de CFU-E, a parlir de 
triplicados. 
nc. Cmva de dbmcibn del tiempo de eshkr&ibn 
Las CFU-E hwnanas difieren de las CFU-E de rata en el tiernpo necesario para su 
diferenciacion. Con el fin de determinar el tiempo optimo de incubation de 10s 
progenitores para diferenciarse a CFU-E luego de la estimulacibn con Epo, se realizC, 
una curva tiempo-respuesta. 
C6lulas progenitoras humanas purificadas (5x1O5/m1) heron cultivadas con 2 U 
Epo/ml y el numero de CFU-E fue observado a 10s 7,9 y 14 dias. 
Los resultados del desarrollo de colonias eritroides (G+SG) correspndientes a un 
ensayo realizado por triplicado se observan en la Figura: 
El mayor desarrollo de CFU-E fue encontrado en el dia 9 de estimulacion, por lo cual 
fue considerado el tiempo optimo de incubation para 10s prC,ximos ensayos. 
Como se menciono anteriomnente la diferenciacibn eritmide en rata difiere de la 
diferenciacion en humano. Por esta raz6n se realizci una curva dais respuesta entre 0 
y 2 U Epo/rn17 para evaluar la concentracion optima de Epo necesaria para estimular 
las CFU-E humanas. 
La curva obtenida alcanzo un plateau entre las concentraciones 1,s y 2 U Epo/rnl. Esta 
dltima concentracion fue consideracia apmpiada para realizar los cultivos. 
Las celulas fueron adquiridlas en el American 'I)pe Culture Collection (ATCC). Esta 
linea fue establecida por Lozzio & Lozzio (1975) a partir de efusion de la pleura de 
una rnujer con leucemia mieloide cronica en crisis blastica terminal. A traves del 
estudio de las pmteinas de membrana se demostramn caracteristicas eritroleuchicas 
de estas celulas (Anderson et al, 1 979). Ademas, expresan receptor para Epo (€pol€) en 
membrana, en bajo numero (Fraser et 4 1988; Anagnostou et ail, 1994) y poseen 
capacidad de sintetizar hemoglobina por estimulo de distintos inductores (PCrez et czl, 
200 1). 
Las celulas fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (pH 7,W,3; Sigma Chemical Co), 
conteniendo L-glutamina 2 rnM; HEPES 25 m M  y adicionado con NaHC03 26,8 mM; 
SfS 10%; penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. LQS cultivos fueron 
mantenidos a una densidad de 3xlO"cCl./rnl en estufa a 37OC en atmbsfera sahlrada 
con vapor de agua y 5% de COz (Perez ef al, 1999). El medio fue renovado cada 3 o 4 
&as. 
Esta linea celular fue gentilmente cedida por el Dr. Patrick Mayeux (Cochin Hospital, 
Paris, Francis). Las cClulas derivan de una muestra de m.0. de un hombre que padecia 
lucemia megaloblastica aguda (Komatsu ef al, 1991). Esta linea que expresa elevado 
numero de E p R  en membrana (Kornatsu et al, 1991), requiere del suplernento de 
factores de crecimiento, tales corno IL-3, factor estimulante de colonias granulocito- 
rnacrbfago o Epo, para su proliferation y supervivencia. Las celulas fueron 
mantenidas en cultivo liquido en medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
(IMDM) conteniencb L-gfutamina 2 mA4; HEPES 25 mM y suplementado con NaHCOs 
36 mM; SFB 10%; Epo 2U/ml; penicilina 100 U/ml y estreptomicina 200 w/ml 
(Komatm et al, 1 99 1). El medio fue renovado cada 3 o 4 dias. 
IV. RECEPTOR PARA E E T R O P O ~ A  
A continuation se describe la metodologia utilizada para 10s estudios que involucran 
a1 receptor para Epo. 
El ortovanadato de sodio (NasV04) es un inhibidor de fosfatasas de tirosinas 
fmforiladas. Para obtener una inhibition mcixima es necesario activar este mrnpuesto 
(Gordon, 1991). 
El pH de la solucion de NasV04 fue ajustado a 10 utilizando soluciones de NaOH 1 N o 
HC1 1 N se@n requerimiento. A dicho pH la solucion de NasVO4 es amarilla, Luego, se 
calento a ebullition kasta decoloracibn de la solucion y se enfrib a temperabra 
ambiente. El pH fue nuevamente ajustado a 10. Este paso se re pi ti^ hasta que la 
solucion se mantuvo incolora y el pH, estabilizado en 10. Se conservaron alicuotas a 
- 2 m .  
Las cklulas (1x107) fueron lavadas 3 veces en PBS conteniendo Na3W4 1mM por 
centrifugacion a 400 g durante 10 rnin a 4OC. Posteriorrnente, fueron lisadas con 
200 pl de bza%er hipotonico Chis 50 mM, pH=8; NaCl 150 mM; Tritbn X-100 1%) 
conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF 1 rnM; aprotinina I pg/rnl y leupeptina 2 
pg/rnl) y NasV04 1 rnM. Luego de 30 min de incubacion a PC el material insoluble 
fue rernovido por centrifugacion a 15000 gdurante 15 min. 
Los sobrenadantes resultantes de la lisis celular fueron diluidos a 1 ml con el b&er 
hipotonico (ver Neb) e inmunoprecipitados con 3 %/mf de anticuerpo policlonal 
anti-EpoR (Santa C m  Biotechnology fnc) durante 1 h a 4OC bajo agitation constante. 
A1 cabo de ese tiempo, se agregaron 20 pl de una suspension lmg/ml de prateina A 
agarosa (BD Biosciences) y, luego de una noche de incubacion a 40C, se colectaron los 
inmunoprecipitados por centrifugacion a 15000 g , 15 rnin a 4OC, 10s cuales fueron 
lavados 2 veces en bfler hiptonico con inhibidores de proteasas. 
El pro~eso completo -electroforesis, electrotransferencia e h m m o b i o ~ -  fue 
explicado en detalle en el capitulo 11, secciones 1U.b yc. 
Brevemente, 10s inmunoprecipitados fueron solubilizados en 45 pl de b@m de 
muestra a ebullition durante 3 rnin y centrifugados a 15000 g, 15 rnin a 4OC. Los 
sobrenadantes k r o n  analizados por SDS-PAGE (T 8%) y, posteriormente, 
electrotransferidos a membranas de nitrucelulosa (NC) durante 90 rnin. 
La detection de las proteinas electrotransferidas a las NC se realid con el q u i p  "ECL 
Western bIo&.kg" (Amersham Pharmacia Biotech). Esta tecnica utiliza un mktodo de 
emision de luz para detectar antigenos especificos inmovilizados con un anticuerpo 
conjugado con peroxidasa. 
Las NC fueron bloqueadas con agente bloqueante ECL 5% en TBS-Tween 20 O,l% 
WBS-T) durante 1 h, y luego, incubadas 1 h con el anticuerpo monoclonal anti- 
fosfotimina (Py) (BD Biosciences) diluido 1:1000 en TBS-T. Este anticuerpo detecta 
prateinas fosforiladas en residuos de tirosina. Luego de un lavado en TBS-T durante 
15 min y otms dos durante 5 min, las MC heron incubadas I h con el segundo 
anticuerpo anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa (Amersham Pharrnacia 
Biotech) diluido 1 : 1000 en TBS-T y, posteriomente, lavadas. 
Una vez finalizados 10s lavados, las NC fueron reveladas en cuarto oscuro para 
visualizar las bandas inmunoreactivas. Las NC fueron puestas en contact0 con el 
sustrato quimioluminiscente ECL (luminol) durante 1 min y expuestas a placas 
Hyperfilm ECL en un cassette radiografico durante distintos tiempos. Ias membranas 
fuemn reveladas en el laboratorio fotogrrifico. 
Despuks de efectuar el procedimiento anterior, las NC fueron utilizadas nuevamente 
con el fin de identificar las proteinas fosforiladas. 
Para remover completamente el primer y segundo anticuempo, las NC heron 
incubadas en b&erde sfnppikg (2-mercaptoetanol 100 mM; SDS 2%; Tris-HC162,5 
mM, pH 6,7) a 500C por 30 min bajo agitation. Fueron lavadas 2 veces en TBS-T 
durante 10 min, a temperatura ambiente. Luego, las NC fueron nuevamente 
bloqueadas e incubadas durante la noche a 40C con anticuefpo policlonal de conejo 
anti-EpoR human0 (Santa Cruz Biotechnology Inc) diluido 1:400 en TBS-T. Luego del 
lavado, fueron incubadas I h con el segundo anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado 
con peroxidas de rabano (Arnersham Phamacia Biotech) diluido 1 :I000 en TBS-T 
durante 1 h a temperatura ambiente y posteriorrnente lavaQas. 
El revelado por quimiolurniniscencia se efectuo como fue detallado en el punto 
anterior. 
V. D~XIXMINACI~N DE LOS NIVELES DE RNA MENSAJERO DEL 
RECEITOR PARA ERITROPOYETIIlVA 
Para monitorear la expresion del kid0 ribonucleico mensajero (ARNrn) del receptor 
de Epo fue utilizada la tecnica de RT-PCR (=verse &mscr~p&se- plperme than 
mctim). Esta tbnica consta de un primer paso de transcription reversa (RT), que 
consiste en la transformation de 10s ARNm en acido desoxirribonucleico (ADN), 
llamado ADN copia (ADNc). Esto se realiza utilizando un oligonuclecjtido (pfimer) 
especifico, oligo dT (cornplementario a las colas de poli A de los rnensajeros). Una vez 
obtenido el ADNc, se arnplifica la secuencia que corresponde a1 ARNrn de inter& por 
PCR, utilizando primers especificos. La tkcnica completa involucra varios pasos que 
son detallados a continuacion. 
El ARN total de 5x106 celulas fue extraido mediante incubation durante 5 min a 
temperatura ambiente con 0,s ml de reactivo de fen01 e isdiocianato de guanidina 
(Trwl Reagent, GibcoBRL) de acuemrlo a1 metodo de Chomczynski & Sacchi (1987). Se 
agrego O,1 ml de clorofomo y se agito vigomamente durante 15 s. Luego de 3 min, 
se centrifugb 15 rnin a 9500 g a 4OC. Se descarto la fase orginica. Se agregaron 0,25 
ml de alcohol isopropilico a la fase acuosa y se incubi, 10 rnin a temperaturn 
ambiente. A1 finalizar este tiemp, se centrifugb 10 rnin a 9500 
El ARN contenido en el pellet fue lavado con 0,5 ml de etanol 75% agitado 
vigorusamente y centrifugado a 7500 gdurante 5 min. El ARN fue disuelto en 30 pl de 
agua conteniendo dietil pirocarbomto (DEPC, compuesto que destruye ARNasas, 
Amersham Pharmacia Biotech) O,l%, v/v, e incubado 10 min a 6 R .  Una alicuota de 
&ta solucion se utilk6 para medir las absorbancias a 260 y 280 nm en 
espectrofotbmetro. La concentracibn de ARN total fue calculada considerando que I 
unidad de densidad bptica corresponde a 40 pg/ml de ARN simple cadena (Sambrook 
& Russel, 200 1 ) . La relacion de Az~o/Az~w del ARN aislado se encontrl, entre I ,6 y I,$. 
Estos valores concuerdan con 10s valores de preparaciones puras de ARN. En este paso 
se estudio la integridad del ARN mediante electroforesis en a g a m  1 % (p/v) en buffer 
TEE Oris 90 mM; EDTA 2 mM, acido bbrico 90 mM; pH 8 en H20-DEE 0,1%, v/v) y 
brornuro de etidio 0,5 mg/l. 
El ARN total (I& fue mezclado con 5 fl de b d e r  de siembra (am1 de bmmofenol 
0,25% (p/v); sacarosa 40% (p/v) en buffer TEB) y sembrado en el gel. La 
electroforesis se desarnollb a 280 V durante 25 rnin en una cuba electmforktica 
Liberty 2 (Biokey American Instruments Inc). La integridad del ARN ribosomaf (28s y 
18s) f'ue observada mediante la deteccibn de las bandas en un transiluminador 
(Hoefer Macro Vue UV-20) por observaci6n de las sefiales emitidas por el bmrnuo de 
etidio intercalado en el ARN. 
El ARN total fue fraccionado y conservado a -70°C hash el momento de su utilization. 
El ADNc fue sintetizado a prtir del ARN total extraido, por transcription reversa de 
10s ARNm utilizando oligo(dT) como p h e r  y enzima transcriptasa reversa, 
empleando el kit optimizado "Ready To Go T-Primed First-Strand Kit" (Arnersharn 
Pharmacia Biotech). 
La sintesis de ADNc fue realizada a partir de 2,5 de ARN total, de acraerdo a las 
especificaciones del fabricante. 
El ADNc fue fraccionado y conservado a -20°C hasta el momento de su utilimcibn. 
Las secuencias del A R M  de E p R  fueron obtenidas de la base de data del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI Sequence Viewer), del National Institute 
of Health, USA. 
Los primem (Invitrogen Life Technologies) utilizados para amplificar la secuencia 
correspondiente a1 ARNm del EpoR fueron fabricados de acuerdo a Shimizu y 
colaboradores (1999). Este par de primers amplifica dos secuencias de distinta 
longitud del EpoR, una de 718 pares de bases (pb) que amplifica el ARN del receptor 
completo y otra de 81 3 pb que amplifica el ARN de un receptor truncado de Epo: 
Forward 5'-TCI'GAAGCAGAAGATCTGGCC-3' 
Reverse 5'-GATCATCTGCAGCCTGGTGTGT- 3' 
Durante el proceso de PCR, se realizaron ensayos en paralelo utilizando como control 
semicuantitativo a la enzima glucolitica gliceraldehido 3-fosfato deshidmgenasa 
(GAPDH). Los ppimem (Invitrogen Life Technologies) para amplificar un fragment0 de 
240 pb de la secuencia de esta enzima fueron fabricados de acuerdo a McKinney & 
Robbins (1 992): 
Forward 5'-TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA G-3' 
Reverse 5'-TCC TTG GAG GCC ATG TAG GCC AT-3' 
Para comenzar la PCR, se prepad una mezcla de reaccion en b&er Tris-HCI 10 mM, 
pH 8,3; KC1 50 rnM; MgC12 1,5 mlM, conteniendo Taq polimerasa 25 U/ml 
(Arnersham Pharmacia Biotech); p k e m  0J5 pA4 Qnvitrogen Life Technologies) y 
dNTPs 200 pA4 (Amersharn Pharmacia Biotech). Con el fin de optimizar las 
condiciones de amplification, se estandarizaron las cantidades de ADNc inicial y 
temperatura de wnneaLiq (temperatura en la cual se unen 10s p h e m a  las hebras de 
ADN) en un termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf). Una vez decididos 
estos parametros se realizo una curva de n~mero de ciclos termicos para evaluar la 
cantidad optima de ciclos a utilizar. 
Las condiciones seleccionadas para amplificar cada muencia (EpR y GAPDH) se 
muestran en Ia siguiente tabla: 
ADNc hicia1 - r- " r- -" -------- - f- -- 1/10 1/10 
DesnaturalWon iniGial 9442,5 rnin 94OC, 5 min 94"C,5 min 
, Cantidad de ciclos 35 I 25 28 
Desnaturalizacirin de 
,cads ciclo 94OC, 20 s 94OC, 20 s 9442, 30 s 
Primrrznnei&q 56OC,30s 
Elongacibn 72T, 40 s 
Elongation final 60T, 7 min 6OT, 7 min I 72T, 10min 
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En cada ensayo de amplification fue incluido un control negativo en el cuaI se excluyb 
el agregado de ADNc. El objetivo de este control fue comprobar que 10s diferentes 
reactivos empleados no se hubieran contaminado con ADN externo. 
Los productos de PCB heron analizados p r  electroforesis en gel de agarosa 1,5% 
(p/v) (Biodynamics SRL). Cada product0 de PCR (10 pl) fue rnezclado con 4 pI de 
buf%erde siembra (ver Ka) y sembrado en el gel. En senclas calles, se sembraron un 
marcador de pb (Biodynarnics SRL) para realizar el control del bmafio de 10s 
fragmentos amplificados y un control negativo de PCR Para la electmforesis se 
empleamn las condiciones previarnente descriptas (seccion Ka). 
Los productos de amplificacibn obtenidos fuemn detectados mediante la observaci6n 
en un transiluminador (Hoefer Macro Vue UV-20) de las seiiales emitidas por el 
bromuro de etidio intercalado en el ADNc. Los geles fueron fotografiados cmpleando 
una carnara digital (Kodak DC 120) y las fotografias, analbdas utilizando dos 
programas digitalizadores de imagen Array Gauge e Image Gauge (Fujifilm). 
Los niveles de intensidad de las bandas del EpoR heron normalizados por los valores 
correspondientes a1 estsindar interno GAPDH (Sambrook & Russell, 200 1). 
Todos 10s procedimientos previamente descriptos para la tknica de RT-PCR fueron 
realizadas en gabinete de seguridad biolkica tipo I1 empleando guantes descartables 
con el objeto de evitar la introduction de ARNasas foraneas. 
El material plastic0 descartable utilizado para la extraction de ARN asi como para las 
reacciones de RT-PCR, fue adquirido libre de enzimas que degradan ADN (ADNasas) y 
ARN (AWasas) . 
El material plMco no descartable asi como la cuba electrofor6tica fueron tratados con 
una solucibn de NaOH 0,5 M durante 10 min con el objeto de inactivar ARNasas. 
Posteriorrnente, fueron enjuagados con H20-DEPC. 
Todo el material plhstico fue esterifizado por autoclavado. 
VI. ES"mTDI0 DE LA FUNCI~N ANTIAPOPT~?~~CA DE LA 
ERITROPOYEIINA 
Se indujo apoptosis en celulas de la linea K562 con un agente extemo, hemina (Sigma 
Chemical Co) (knit0 et d, 1996). Se estudio la funcion antiapoptbtica de la Epo 
utilizando la tkcnica de coloracibn de Hoechst (Wilson & Potten, 1999). 
Capitulo III Materiales y M6todos 
El wlorante Hoechst No 33258, Ckihidroclorhidrato de (2'-[4-Hidroxifenill-%[4- 
metil- 1 -piperazinil]-2,5'-bi- I H-benzimidazol)) (Sigma Chemical Co) es una 
sustancia que posee la capacidad de intercalarse entre las bases adenina (A) y timina 
0 del ADN nuclear. El ADN tefiido con el colorante Hoechst, cuando es excitado con 
Iuz apropiada (h=350nm), emite fluorescencia de color azul brillante que puede ser 
observada mediante un microscopio de fluorescencia. 
Un cubreobjetos, esterilizado por tratamiento con etanol 96" y calor, fue depositado 
dentro de una caja de Petri estkril de 35 mm de diametro. Sobre el cubreobjetos, se 
deposit0 la suspension celular (2x105 cCl/ml) y se incub6 durante 48 h en estufa a 
37OC, en atrn6sfera con 5% C02 y 100% de humedad. A1 finalizar ese periodo, se 
agregaron, lentamente, 5 gotas de fijador Carnoy (rnetanalxicido acbtico glacial; 3:l 
V/V) sobre la suspension celular. Luego de 2 min, el medio de cultivo fue retirado 
aspirandolo desde 10s bordes del cubreobjetos con una pipeta tipo Pasteur, de manera 
que Ias cClulas quedaran depositadas sobre el fondo. Se agregaron 2 rnl de fijador 
Carnoy y se lo dejo actuar durante 5 min. Luego de efectuar un nuevo paso de 
fijacibn, el cubreobjetos se dejo sear a1 aire. Por tratarse de un agente intercalante de 
ADN, este colorante fue manipulado con guantes, La solucidn concentrada de 
colorante Hoechst (5 mg/l en solution salina balanceada de Hanks, sin rojo fenol) fue 
conservada protegida de la luz a 4°C. En el momento de realizar la coloration se 
prepa~,  a partir de la solucion concentrada, una dilucion de trabajo 1:50 en b&er 
McIlvaine (acido citric0 0,04 M; NazHP04 0,12 M, pH 5,s). La solucion diluida de 
colorante Hoechst fue depositada sobre el cubreobjetos, dejando reposar dumnte 10 
min a ternperatura ambiente en total oscuridad. Posteriorrnente, se lavo 3 veces con 
abundante agua destilada y se dejo secar a1 aire. El cubreobjetos fue montado con 
bme'ef. McIlvaine en sentido invertido sobre un portaobjeta. La observacibn fue 
realizada en foma inmediata, emplando un microscopio de fluorescencia con 
magnificacion de 400x (Axiovert, Zeiss), con filtro de excitation BP365 y filtro 
barrera LP397. El muento diferencial de cklulas (apopt6tias vs. no apoptbticas) se 
realiz6 analizando 600 cklulas totales en cada preparado. Se obtuvieron 
rnicrofotcjgrafias de celulas con caracteristicas normales y cklulas apoptirticas. 
LQS resultados se expresan como media aritmetica y error esthndar de la media 
(MediakSEM) como medidas de tendencia central y de dispersibn. En ensayos 
individuales del desamllo de CFU-E fue calculada la media gwmetrica y desviacion 
estindar de la media geomktrica (G It: SG) de 1os triplicados. 
Las comparaciones atadisticas entre g m p s  fuemn realizadas ernplando la prueba t 
de Student, prueba de Welch y la prueba de Mann-Whitney, dependiendo de Ia 
existencia o no de normalidad y homogenicidad de la varianza de a m b  grupos 
independientes. 
La prueba de Kruskall-Wallis se utiliz6 para comparar mhs de dos grupos 
independientes. De hallarse diferencias significativas, posteriormente, se realiw la 
prueba de Mann-Whitney entre dos g r u p ,  para comparar distribuciones 
poblacional . 
b s  niveles de signification para establecer diferencias entre grupos se detallan en las 
figuras, tablas o texto. 
Para describir el mode10 lineal de asociacidn entre variables se calcul6 el coeficiente 
de correlation r de Pearson. 
En los graficos de IwxpIut (Fig. 1.3,I.s y 111.1) 10s limites inferior y superior de cada 
box, corresponden a1 primer y tercer cuartil de los datos obtenidos y 1as lineas 
verticaies sefialan el ranso. 
DBCARE DEL M E W  BIOWGICO YESDUOS 
ELIGROSOS 
El material que estuvo en contacto con el colorante de Hoechst y 10s geles conteniendo 
bmmuro de etidio fueron inactivados bajo luz UV durante I h y, posteriormente, 
descartados como residuos peligrosos a traves del Servicio de Higiene y Seguridad de 
la F.C.E.yN. 
L a  liquidos biol&icos y las cklulas fueron decontaminados mdiante el agregado de 
hipoclorito de scdio 5% durante 2 h. 
Los animales de experimentaci6n y el material de descarte (plistico, guantes, geles de 
poliacrirztrnida) fueron eliminados c m o  residuos peligrosos a travb del SerJicio de 
Higiene y Seguridad de la F.C.E.yN. De la rnisma f o m  fueron descarfadas las 
soluciones de bencidina, DAF, Folin y las soluciones conteniendo solventes como 
metanol, kid0 acktico, etc. 

Capitulo I Resultados y Discusicin 
Trabajos previos realizados por distintos autores coinciden en seftalar a1 Al como 
factor exbgeno responsable de los signos de anemia desarrollados en animales 
expuestos a1 metal. Sin embargo, las alteraciones producidas no han sido estudiadas 
en ccmjunto. 
Para evaluar el efecto de la sobrecarga oral de aluminio sobre la eritmpoyesis, ratas 
Sprague Dawley recibieron citrato de aluminio 80 pM, en el agua de bebida durante 
un period0 pmlongado de 8 meses, a1 cab del cual se efectuaron ensaym para 
determinar el desarrollo de anemia y caracterizarla. 
La concentracion de aluminio en el agua de red fue, alrededor, de 5 pA4 y el contenido 
medio del metal en el aliment0 esthndar recibido p r  t& los animales, de 10 
pmol/g. Teniendo en cuenta la ingesta diaria, se calculo que cada rata del grup A1 
recibio, a1 inicio del tratamiento, entre 1 I y I 8  pmol de Al/g de peso corporal/dia 
rnientras que las del gmpo C ingirieron menos de 2 pmol de Al/g de peso 
corporal/dia. El menor peso de las ratas expuestas a Al, detectado a1 finalizclr el 
tratamienfo experimental, sugiere un aumento progresivo de la dais del meal por 
unidad de peso corporal, ya que no se observo disrninucion en la ingesta de liquid0 
durante ese periodo. 
PEsO CORPORAL. FUNCION RENAL 
Los pesos de las ratas de 21 dias de edad empleadas en esta investigation, se 
encontraban entre 93 y 109 g a1 comenzar la sobrecarga oral de Al. 
A1 cabo de 8 meses se observo un crecimiento dispar en ambos g r u p .  El peso 
corporal fue significativamente menor en el grup de animales sometidas a 
tratamiento con A1 con respecto a1 grup control. Los pesos finales, expresados como 
Media f SEM, fuemn 272k25 g para el grupo que ingirio A1 (n= 10) y 361+38 para el 
grupo control (n=8) (P<0,00 1; pmeba de Mann- Whitney). 
La funcib renal de 10s animales que ingirieron A1 no fue alterada p r  el tratamiento, 
ya que la concentracion de urea en sangre a1 final del perisdo experimental fue, en 
pmmedio, 8,3 entre 7,8-8,9 mmol/l en el gmpo control y 8,O entre 7,3-9,O mmol/l 
en el grupo de ratas que recibieron Al. 
En la Tabla 1.1 se resumen 10s resultados de las determinaciones de volumen globular, 
concentracion de hemoglobins sanguinea y recwento de reticulocitos, efectuadas en 
10s animales de ambos grupos experimentales a1 finalizar el periodo de sobreearga 
oral con Al. 
Se encontraron diferencias entre ambos g r u p  para los tres parametros estudiados. 
Resultaron estadisticarnente significativos el descenso de hernatocrito y 
hemoglobinemia asociaclos a1 aumento del porcentaje de reticulocitos en el grupo de 
animales que recibieron Al. 
Tabla I. 1 : Pmimetms hernatol~cos 
b s  ~ I ~ m  se eqwzsm w o Media 2 Smde losgrups conhly  fratado con 
aCI&acto de AI. 
*nfezenaCIm s@ifimfiv&s (P(0,05) con mpcin a 10s conhles (hzrekw de Mann- 
Whiiney). 
** 17ifemnc.m S I ~ C C L ~ ~ V B S  P<Q,01) con respecto s 20s conhv2es @Webs de 
Welch. 
cornpadBIes am artemis: ahcez.1~0 di=l volumen ~~ y a2 Im mveIes & 
PA~U~BXKOS INDICADORES DE HEM~LISIS INTRAVASCULAR 
Teniendo en cuenta la disminucibn del volumen globular y de h hemoglobinernia y el 
55 
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aumento de reticulocitos en el gmnpo de animales expuestos a Al, se realizaron 
deterrninaciones para caracterizar el t i p  de anemia flabla 1.2). 
La concentracibn de haptoglobha, medida por la tknica de inmunodifusion radial en 
el plasma de los animales tratados, rnostrC, significative descenso con respecto a la de 
los controles. 
No se encontr6 una diferencia apreciable en 10s niveles de hemoglobins plasmatic8 
entre ambas grupos. 
Tabk 1.2: Parhmetms indicadores de hemolisis intravascular 
Los resuItados se expresan como Media f S M  de Iosgrups con fral y frafado 
con cifrato de AI. 
*Diferenciks signficativas (PcO,OOS} con respcfo a Ios coniroi~s (Pmreba t de 
Shadeno. 
Control (n=8) 
Aluminio (n= I 0) 
La prueba de reduction de metahemoglobina fue realizada para deterrninar si el 
tratamiento con A1 habia afectado la actividad eritrocitaria de la enzirna GGPD 
(glucosa 6-fosfato deshidrogenasa). En las muestras de sangre de 10s animales tratados 
y de 10s controles se obvieron resulkdos similares por lo que se puede inferir que el 
Al no ejercid un efecto sobre esta eruirna. 
la dkrnhuu*& s&nZcaticativa de Ls conaentmci& & hamobins  jun& can d 
hailkigo de &*cuImacJtLarir CMICU- con el &atmUo & mermZ de fr@ hmaliIli60 
en Ibs amimub sabnzwgsdm cim d e .  
1,5 2 0,08 
1,O + 0,06' 
La morfologia de gl6bulos rojos de sangre perifirica de 10s animales sobrecargados 
con citrato de A1 fue estudiada p r  microscopia optica y m i c m p i a  electhica de 
barrido (MEB). Esta ultirna t6cnica tiene la ventaja de proveer una irnagen de gran 
81 f 18,l 
83 5 6,5 
magnitud de la superficie celular en perspectiva. 
Los frotis de sangre perifkrica de 10s animales controles fueron clasificados como 
normociticos y normocr6micos (tamafio y apetencia tintorial de las cblulas normales), 
observandose la forma tipica bicbncava de 1- hematies. Contrariamente, en 10s 
extendidos pertenecientes a los animales expuestos a Al, se obsewo variation en la 
wloracibn (anisocromia), una marcada dispersion en el dihmetro celular 
(anisocitosis) y presencia de celulas con diversas formas (poiquilocitosis). 
Las diferencias morfoltjgicas fueron curroboradas por MEB. En 10s pparados 
correspondientes a 10s anirnales que ingirieron A1 se observi, la presencia de 
numemos dianocitos, esquistocitos, acantocitos y otras anomallas morfol&icas, 
ademhs de las evidentes diferencias de tamafio de las cdlulas. 
La serie de microfotografias que se incluyen y describen a continuacibn son 
representativas de 10s nurnems campos rnicroscopicos examinados. La depmion 
central caracteristica de los eritrocitos normales (Fig. I. 1 a y L2a) fue reemplazada en 
10s dianocitos gmr una protuberancia (Fig. 1,l.b) y se observaron acantocitos, &lulas 
que presentan drgenes irregulares y nurnero variable de salientes (Fig. 1.l.d y I.2.d). 
Nurnerosos eritrocitos perdieron la forma biconcava caracteristica. No ~610 se 
encontraron eritrocitos planos o leptocitos (Fig. I.l.b, d y I.2.b) sino tarnbikn dlulas 
con mas de dos concavidades (Fig. 1.2.4. En muchos campos microsc6pim pudo 
advertirse la pxsencia de glcibula rojos con otras morfologias atipicas (Fig. 1.l.c y 
1.2.d) 
F b r a  1.1 
Efedo  de la adrninistracion de aluminio sobre la morfologia de eritrwitos de 
sangre perifCrica observados por MEB 
Morfologia de erifrmOCItos de animales controles (a) y de 10s que ingirieron solucion de aluminio (b-d). 
a) Morfolcgia normal (20.20~); b) Poiquil0c1OC1focis, observhdose numerosos dianmOCItos y leptocitos 
(2500~); c) Aspecfo general del extendido mostrando distintas alteraciones (3100~); d) Presencia de 
acantocifos y leptocitos (2020~) .  
Figura 1.2 
Efecto de la administration de alumhi0 sobre la morfologia de eritrocitos de sangre 
perifdrica observados por MEB 
Modolqpa de eritmcitos de animales wnfroles (a) y de 10s que ingiiimn solucion de aluminio (b-d). 
a) Morfbogr'a normal (5000~); b) CiUnulo de leptocios (5000~); c) Eritzwciifos con rmis de dos cavidades 
(5000~); d) Defalle de acantocito y celula con protubemcia (IO000x). 
DESARROLLO DE CFU-E 
Las dlulas progenitoras eritroides CFU-E, localizadas en mkdula h, se diferencian a 
cklulas maduras del linaje eritroide ante el estimulo de la horrnona eritropoyetina 
( E p )  
Para evaluar los efectos lir viva del A1 sobre los pmgenitores eritroides de mklula bsea 
a1 finalizar el period0 prolongado de tratamiento, se fealizaron cultivos in de 
CFU-E estimulados con E p .  
La Figura 1.3 muestra la respuesta de las CF'U-E a Epo, en cultivos de celulas de m.0. 
pmvenientes de 10s animales de ambos grupos experimentales. 
Figura 1.3 
Efecto de la aciminstracion de aluminio sobre la respuesta de CFU-E a 
eritropoyetina 
Ce'Iulas de m&ula &a (Zxl@/rnl) de ratas confraIes (C, n=8) y solmxqq.qadss con citrafo de 
dumhio dwmfe 8 mess (N, n=fO) fuern estimuladas in vim con 0J5 U Ego/& y 
culfifiv& en msdio semisdlido dumfe 48 h a 37OG en a f m m  mturada con vapor de 
tfsua y 5% de COZ. L7 n h e m  de W - E  h e  defemintzdu por &ntacidn m d ~ o p ~  
despuks de mccion w n  bencdina La ~ ~ ' n u c ~ o n  obsernads fie estadistic~mente 
~Xca t i va  (P<0,005) w n  zquecb dcon2;roI (Azeh t de Staden@. 
El desarrollo espontiineo de CFU-E fue deteminado en cultivos sin Ep. Los resultados, 
expresados como Media + SEM, fueron 198W270 CFU-E/I@ c6lulas de animales 
controles y 155W220 CFU-E/106 cklulas de ratas expuestas a Al, no encontrandose 
dife~ncias ignificativas entre ambos grupos. Se observo un significative estimulo 
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prodwcido p r  Epo sobre ctlulas progenitoras de medula osea de 10s animales que no 
ingiriemn A1 con respecto a1 crecirniento espnthneo de CFU-E en cultivos sin Ego 
(P<O,OO5). La Figura 1.3 muestra la severa inhibition, de 67% con respecto a 10s 
wntroles, de la respuesta a Epo de CFU-E pmvenientes de anirnales expuestos a1 metal 
(P<O,oo 5).  
La s i ~ f i c ~  inhibicidn deC desarrollo de CFU-E en culfivos in vitto rqleia la 
importante alteracidn del comportamge~o & 10s progenitores de mrduZa dsea en su 
respuesta a la eritropoyefiona, corn consecuenn'a de la sobrecarga oral crbruka con 
&minib. 
La Tabla 1.3 muestra 10s datos de ferremia (Fe), capacidad total de fijacibn de hierro 
(CTFFe) y prcentaje de sahrracion de transferrim con hierro (Sat.Tf-Fe) deterrninados 
a1 finalizar el period0 experimental de sobrecarga oral con Al. Estos parametros no 
mostraron diferencias significativas cuando se compararon ambos gmpos de 
animales, indicando que la ingestion de 81 no indujo deficiencia de Fe. 
Tabla 1.3: Metabolism0 del hiem 
, 
( r n P / l i  ~ t * l ~ ~  P;, 3 > J 
Control (n=8) 3,36 f 0,09 631 f 0,39 59 +_ 4,s 
Aluminio 02= 10) 3,lO 4 022 5,54 +, 0 9  $6 * 3,3 
Lus result-0s se expw;an corn Media f SM. No se enwnfrm 
difemmiks asfadisfisficafnenfe s~&ifi'cativa en& lros pips  wnmI y 
frpMo con ciirwfo de Al. 
Para complementar el estudio de los posibles efectos del A1 sobre el metabolismo del 
Fe, se investigaron los deptkitos de este metal en celulas de mMula &a empleando la 
coloracibn de am1 de Pmxsia. Los resultados, observados a1 microscopio optico, pueden 
Capitulo I Resultados y Diswsi6n 
ser apreciados en la Figura 1.4. Los camps fotografiados son representatives de 10s 
miis frecuentemente observados en las muestras de cada grupo. 
La observation micr~~~cipica de los extendidos de mkdula bsea revelo, en 10s 
preparados de muestras pruvenientes de anirnales tratados con Al, sideroblastos que 
wntenian mas de 5 granulos pequefios, lo que es considerado una acurnulacion 
a n o m l  de Fe (Fig. I.4.b-d). 
Por otra park, se observaron sideroblastos en anillo, que son eritroblastos en 10s cuales 
cinco o mas granulos forman un anillo parcial o total alrededor del nucleo (Fig. 1.4.~). 
La presencia de a1 rnenos una cklula con estas caracteristicas tarnbikn se considera 
acurnulacion excesiva de Fe. 
Fwra 1.4 
Investjgaci6n de dep6sitos de hierro en mkdula osea 
Lus extendidos de m&irrOz Cxsezt heron coforeados w n  azul de Prusia para pner  de mruzifafo el 
contenid0 de h i e m  intmelular. Se utiEz.6 safranina mmo wlmante de wntrasfe. 
a) lb@mf% de &Iulas de mads osea de animdes wntrofes, ~pesentativa de t& 10s emadidas 
W se observaPl sidembIsstos (1OOOx). b-d) F- de dlulas de mkdula de animaEes frataim 
con saluciun de aiuminio. b) Grupo de SideTobIaskx con peq~erios grhulos (1 OOOx); c) skderoblasto 
wn n m m ~ u l o s g r u e s o s  en andlo (1000~); ci)Depkifos infmelulares de h i e m  (630~) .  
ALUMINIO EN EL ORGANISM0 
En la Tabla 1.4 se puede comprar la distribution de A1 en el organismo en& 10s 
animales tratados y 10s controles. La concentracion del metal se encontri, 
significativamente aumentada en plasma y en 10s tejidos obtenidos de 10s animales que 
habian ingerido solucion de citrato de aluminio. 
Tabla. 1.4: Contenido de aluminio en phsma y tejidos 
h s  d & d o s  se e x p r m  como M& f S M .  
Y El wntem'do L& altmrinio en 10s opanos se e m  en pg/g de fejido 
seco. 
t D&mncim s&ifimtifivas (PC4001) con mqxcfo a far conttvles (Prueba 
t de Student). 
*y " Difennciks s~gmticlftiv~s (P<O,OOI y PCO705, rp~pea2'mmente~~ con 
resplecfo dgrmp confml (Isueba de &n- Wfney). 
Q I3ifereficias s & n ~ t i v z s  (P<0,01) con res- a 10s confroles (Prueba 
& Welch). 
HuesoZ 
BawZ 
Rir?cinY 
CerebmY 
HigadoV 
Plasma @g/D 
I 
Los resulbdos comparatives entre ambos grupos experimentales, que se presentan en 
la Figura 1.5. graficos a-f, muestran una importante acumulacion de A1 en el 
21,6f 4 4  I 95,4 f 5,7T 
organismo de las ratas tratadas con el metal. 
36,s f 6,1 
22,6 f 2,9 
11,7 +, 2,5 
14,9 f 3,3 
28,7 f 13,7 
176,2 f 48,0* 
862 + 20,4* 
26,6 f 5,4** 
39,7 f 6,85 
. 
I 321 f 82,5* 
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C 
Plasma 
1m 
4 loo 
6 %  g 50 
Figura 1.5 
Concentration de aluminio en plasma y tejidos 
El cmknido de AI se defemunci en pbmt  y, Iuega de desfmrccibn de Lf mkn't q a ' l u ' q  m 
fejiickrs provenienfes de anirn.de cimiToIe y tratsdos con ci'frafo de AI, empleando 
esplecftmefn'a de abso~iun atomiica. 
Camtulo I Resultados y Discusi6n 
'I- 
La cornpicion de cationes dentm de eritrocitos de sangre perifkrica fue obtenida p r  
medicion de energia dispersada de rayos X (EDAX) en MEB. Los resultaclos se 
muestran en foma de mapas cualitativos en las Figuras 1.6 a 1.10. En cada una se 
adjunta la fotografia en la que se indica la cClula especifica a la cual se le aplico el haz 
de electrones. 
En todos 10s mapas aparecen 10s picos correspndientes a1 silicio, elernento provisto 
por el viclrio donde se preparo la muestra y 10s picos correspondientes a1 oro y a1 
paladio, metales utilizados para recubrir 10s preparados. La energia correspondiente a1 
A1 esth comprendida entre las del M g  y el Si. 
El A1 se detect0 en acantocitos y esquistocitos provenientes de animales que recibieron 
el tratamiento con citrato de A1 (Fig. 1.6 y I.?). 
El pic0 mrrespndiente a1 AI no se obsemrC, en ckluIas atipicas de animales controIes 
(Fig. 1.101, ni en eritrocitos con morfologia normal, ya fucran de animales controles 
(Fig. 1.9) o de animales tratados (Fig. 1.8). 
M A S  A P I 
CURSOR 
Figura 1.6 
Deted6n de alumhi0 intracelular 
Especfro de emision cie rayos X (EDAX) en erifrocifo crenado de un animal tratado con soIuci6n de 
aluminiu. Se desfaca Ia presencia de duminio. La flecha en la fofogafia indica el ep.ifrocifo 
b u m b e o  por el haz de elecfrwnes, 
- 102 ! 04 
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F m a  1.7 
Deteccih de duminio intracelular 
Espcctro de emisicin de rayos X (EUAX) en esquistocifo de un animal irafado con solucidn de 
aluminio. Se desfaca la presencia de duminio. In flecha en la fofografia inctica el eritrvcito 
bombardeado por el haz de ~"Icctiwnes 
Figura 1.8 
Detwcidn de duminio intracelular 
E.px&v de misicin de myos X en erifmcito con morfoq'a normal de tm animal Wdfzido 
con s o 1 ~ 6 n  de alurninio. Se ob.'it:rvan iulicmenfe 10s picas di identificacjdn cie ,silicio, o m  y 
p l d o .  Ls flwha en la fatqytifia indica el eritrocito bomhrdeado p r  el hiz de eZwtronesl 
Fwra 1.9 
Detecci6n de afmnhio intracelular 
E s p x f r o  de cmisiun & rayus X XDAX) en erifrocito n o d  de un animal confroI. No se deiecfo 
duminio. 
~ I * l O  
Deteccibn de aluminio intracelular 
Espectro ck emision de r a p s  X (EDAX] en eritrwifo con forma ufipica pertenecienfe a un animal 
confrd. No st: defecfo aiuminio. 
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El modelo experimental usado en este trabajo puede asemejarse a la condition 
particular de pacientes con funcion renal normal que reciben preparaciones 
farrnackuticas que contienen aluminio y citrato, o a la de otros pacientes con niveles 
de exposicion semejantes. 
Las dosis de citrato de aluminio ingeridas por las ratas oscilaron entre 1 I y 18 pmol/g 
de peso wrporal/dia. Esta dosis fue elegida sobre la base de la administracion 
terapkutica usual de farmacos antihcidos que recibe la poblacibn con funcion renal 
normal, asi corno de la prescripcibn de secuestrantes de fosfatos a 10s pacientes w n  
insuficiencia renal crdnica. Teniendo en cuenta las canticlades de 10s compuestos de 
aluminio generalmente prescriptas (Recker ef al, 1977; Kaehny et al, 1977; Nestel et 
al, 1988; Tsou et d, 199 11, se puede estimar que esos individuos ingieren entre 03 y 
13 pmol Al/g de peso corporal/dia. Tambikn se adopto, en el presente disefio 
experimental, una ruta de ingreso del t6xico que sirnulara la via de administracion 
que se emplea habitualmente en el ser humano. 
El significativo retraso en el crecimiento de 10s animales expuestos a A1 podria haber 
sido causado por disminucion de la ingesta de alimentos, por interferencia de la 
absorcibn intestinal de nutrientes, o por la ocurrencia de ambos pwesos. 
Considerando que el aporte del metal por el alimento solido fue, aproximadamente, 
cuatro veces menor que el mibido por la bebida, una disminucion de la ingests de 
afimentos no hubiera causado una merrna significativa en la dosis de Al, ya que el 
volumen de liquid0 ingerido diariarnente por 10s anirnales de ambos grupos no difirio 
significativamente. 
La inhibicion significativa del desarrollo normal de los animales que ingirieron 
aluminio proporciona un signo, no descripto anteriormente y que me= ser 
estudiado en profundidad, acerca de 10s efectos nocivos que se pueden producir por 
expicibn crCInica a aluminio sobre el aporte nutricional. 
Los resultados llaman la atencion s o h  el riesgo de concentration de aluminio tras la 
exposicion por via oral. En 10s animales expuestos, hueso, bau, y rifion fueron los 
tejidos especialmente pmlives a1 depbsito de aluminio. En cerebro e higado la 
acurnulacion fue menor, aunque significativamente mayor que la de los animales 
controfes. 
El hallazgo de elevadas concentraciones plasmiticas y tisulares de aluminio (Tabla 1.4, 
Fig. 1.5) demuestra que una la funcion excretoria renal intacta no asegura la completa 
remocion del aluminio circulante. La concentracion plasdtica refleja 1as cantidades 
circulantes del elemento a1 momento de la extraccibn. Por 10 tanto, no estd 
directamente relacionada con la dosis de exposicion recibida por el organismo. Esa 
concentracion tampoco permite estimar el grado de acumulacion en 10s tejidos, ya que 
no se ha podido demostrar, ni en este trabajo ni en otros anterior- (Garbossa ef d, 
1998b), comelacion entre la concentraciones plasmaticas y las concentraciones 
tisulares de aluminio. Sin embargo, un elevado nivel de aluminio en plasma es un 
indice util para rnostrar contacto previo del individuo wn el metal y podria constituir 
un amaru=ador de exposicibn~ (Sampson ef d, 1994). 
El tejido k o  es un compartirniento de acumulacion profunda; la concentracion 
tisular no se modifica despuh de interrumpir la exposicion y, aun cuando la funcion 
excretoria renal se halle intacta, el metal acumulado no puede ser eliminado 
espontaneamente en su totalidad (Ellis et al, 1979). Esto se debe, probablernente, a las 
caracteristicas de la inclusibn de 10s compuestos de aluminio en la matriz cjsea. En 
consecuencia, la concentracion de alurninio en hueso podria resultar un mejor 
amarcador de dosis internan que la concentracion plasm&tica. 
El estudio de 10s efectos que la exposicion cdnica a aluminio produce sobre la 
eritropoyesis, revelo el desarrollo de una anemia rnoderada, reflejada en la 
disminucion de los valores de hematocrito y de hemoglobinemia (Tabla I, I). 
La presencia de un ucomponente hernoliticon en la alteration hematol6gica inducida 
p r  exposicion a aluminio'fue evidente con 10s resultados de una significativa 
disminucion de la concentraci6n plasmiitica de haptoglobina (Tabla 1.2). La 
disminucion de haptoglobina es un parametro especifico de medicion del p m s o  de 
destruccion celular (Lee, 1993). En condiciones normales, la destruccion de los 
glohlos mjos ocurre sin liberacion de hemoglobina a1 plasma. La mayor parte del 
proceso destructive es extravascular y se produce en 10s macri-rfagos esplbnicos. El 
sistema enzidtico responsable de la degradacion de hemoglobina esfA localizacto en 
las cdlulas fagmiticas del bazo, higado y mauls osea. Sin embargo, bajo ciertas 
circunstancias puede ocurrir un fenomeno de destruccion intravascular de 10s 
globules rojos. Cuando ocurre esta situation, la hemoglobina es descargada 
diirectamente en el plasma donde se une a la haptoglobina para formar, de manera 
irreversible, el complejo hemoglobina-haptglobina. El catabolismo de este complejo 
se desarrolla en las cklulas del pa&nquima hep4tico. Esto explica por qu6 el nivel de 
haptoglobina puede encontrarse Bisminuido despuks de una crisis hemolitica, aun en 
casos leva de hemolisis intravascular (Dacie & Lewis, 1995). 
La presencia de esquistocitos y de &lulas con mas de dos concavidades en 10s 
preparados de animales expuestos a alurninio apoya tambikn la suposiciirn de la 
existencia de un cuadro hemolitico. Estas son &lo algunas de la alteraciones 
morfol6gicas de 10s eritrocitos observadas en las ratas que ingirieron aluminio. 
P o  microscopia 8ptica y, especialmente, por rnicroscopia electrcinica de barrido fue 
notable la presencia de anisocitosis y poquilocitosis. Fueron encontrados numemas 
dhnocitos (Fig. 1.1 .b), leptocitos (Fig. I. 1 .b,c y 1.2.b), acantocitos (Fig. I. Id y I.2.d) y 
esquistocitos (Fig. 1.l.c). El halbzgo mizs relevante fue, entonces, la observacion 
frecuente de la pkdida de la f o m  tipica bicancava con la aparicion de numerosas 
dlulas atipicas. 
Se ha descripto que la presencia de esquistocitos sugiere trauma fisico y que 
poiquilocitosis y acantocitosis son indicativos de alteracibn en la composici6n lipidica 
de la membrana. Ademas, se ha descripto que acantocitos, dianocitos (Lukens, 1993) y 
leptocitos (Lee, 19931, tienen mayor resistencia osmotica. En trabajos anteriores se 
encontrb Bisminucion de la fragilidad osmbtica de globulos rojos de ratones (Garbossa 
ef al, 1996) y de ratas (Garbossa ef al, 1998a) con Euncion renal normal expuesios a 
aluminio, hecho que se tradujo en un acortamiento de la vida media eritracitaria 
(Garbossa et d, 1998a). Driieke y colaboradores (1986b) tambikn observaron 
Bisminuciirn de la fragilidad osmotica de 10s eritrclcitos de ratas con insuficiencia 
renal sobrecargadas con aluminio p r  via intraperitoneat, asi como un aumento del 
gmdo de hemolisis. Estos autores sugirieron un mecanismo de hemolisis intravascular 
semejante a1 que ocurre en la talasernia: la mayor rigidez de la membrana dificultaria 
la circulation de 10s eritrocitos a trsvks de los pequeftos vasos, estando por lo tanto, 
favorecida la lisis celular. Se postula, entonces, que el aluminio interactuaria con 
componentes de la rnembrana de 10s glbbulos rojos madurcrs en el tomnte sanguineo 
provocando rnodificaciones en la flexibilidad, perrneabilidad y formation de 
liywperC.rxidus, induciendo un aumento de la hemblisis intravascular. 
Dado que el ARN del reticulocito desaparece poco despuks del ingreso de esta cklula a 
la sangre, el recuento de reticulocitos sirve como medida del nurnero de celulas que la 
rn&ula 6sea libera hacia la circulaci6n. Por lo tanto, resulta una prueba muy util en la 
evaluacion inicial de un cuidro hemolitico, ya que aumenta, paralelamente, con la 
capacidad de respuesta eritropoyktica de la meduk hea. El aumento del pomntaje de 
reticulocitos, observado en los froth de sangre de las ratas que ingirieron aluminio 
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(Tabla 1.1), refleja la respuesta de la mMula 6sea para intentar compensar la 
disrninucih del volurnen globular. A pesar de ser estadisticamente significative, ese 
aumento no alcanza para lograr una respuesta cornpensatoria. Esto sugiere una 
depresion de la funcionalidad de la mbdula Clsea. 
Efectivamente, en este estudio, la ingestion prolongada de citrato de aluminio durante 
ocho meses provoco una disminucion significativa en el desamllo de colonias 
eritroides, cultivadas ex vivD (Fig. 1.3). Se sabe que el estado fisiolkico de la 
eritropoyesis in vivo se refleja en el desamllo de las CFU-E in vifro (Udupa y 
Lipschitz, 1986), y que la eritropoyetina induce pmliferacibn y diferenciacion de 
CFU-E. Se interprets entonces, que la sobrecarga oral de aluminio ha pmvwado in 
vivo un efecto tal que la celula ya no puede completar su ciclo de desamllo normal 
cuando es estirnulada itt M'Lm con eritropoyetina. Por otra parte, en base a estos 
resultados se podria proponer a1 desamilo de CFU-E in Vi14.0 wmo  marca ad or t6xico 
de efectoH, ya cpe la inhibicion significativa de la respuesta de CFU-E a la 
eritropoyetina aparece wmo un signo constante en la intoxication con aluminio. Esta 
inhibicion ya habia sido observada en ratas con insuficiencia renal (Nesse et al, 1997) 
y en ratas y ratones con funcion renal normal (Garbossa ef d, 1996; Nesse ef & 1997; 
Garbossa ef al, 1998a) expuestos a aluminio. En el rnismo sentido, fue reportada una 
disminucion gradual del numero de pmritmblastos y eritroblastos badfilos, 
policromatofilos y ortocrodticos durante el period0 de ochenta dias de implantation 
de un alambre de aluminio en la mkdula &sea de ratas (Zarnan et d, 1990). 
~Cuales edan 10s mecanismos por cuales el aluminio induce l a  efectos observados en 
las cClulas eritroides? 
La inhibicibn de la absorcibn intestinal de hierro por la presencia de aluminio (Han et' 
sl, 2000) podria haber provocado, durante el prolongado period0 de tratamiento, una 
deficiencia de hiem, metal esencial para la sintesis de hernoglobina en las &lulas 
eritroides. Sin embargo, las concentraciones plasmaticas de hierro y trtansferrina, 
sirnilares a l a  de las ratas controles (Tabla I.3), muestran que los anirnales no tenian 
deficiencia de hiem. 
Pero LES la dlula capaz de captar el hierro necesario? 
Dado que la transferrina puede transportar tanto hierro como aluminio hacia los 
tejidos, la presencia de aluminio unido a transferrina, compite con el hiem ligado a la 
misma pmteina por su interaccidn con 10s receptores de superficie, afectando, de esta 
manera, la incopracion de hiem a la c&lula (Pkrez et al, 1999). Cuando se evaluo 
cpe esta posibilidad hubiera ocurrido en las &lulas progenitoras eritroides durante la 
experiencia de exposicitin a aluminio in vivo, se encontro un aumento de sideroblastos 
en 10s extendidos de mkdula osea de los animales sobrecargados con aluminio. 
Ademis, se dernostri, que presentaban importantes depbitos intracelulares de hierro, 
ya que algunos sideroblastos contenhn nurnerosos granulos dispuestos en forma de 
anillo (Fig. 1.4). Estas observaciones muestran que las cCIulas pmvenientes de 10s 
animales tratados con aluminio son capaces de captar hiem, pero tarnbiCn sugieren 
que el hiem no es eficientemente utilizado. El prolongado period0 de ingestion de 
aluminio a que fueron sometidas las ratas habria permitido una adaptation celular 
para adecuar el contenido intracelular de hierro. Esta hipbtesis es apyada por o t m  
trabajos de nuestro laboratorio en 10s que se dernostri, que celulas de la lhea 
eritroleucernica K562 sufren regulation positiva de la via independiente de 
transferrina para captar hierro (Perez etsl, 2002). 
El hallazgo de sidemblastos junto con la iinhbicion del desarrollo de CFLT-E indicarian 
que las celulas progenitoras no pueden utilizar en forma normal el hierro que 
incorporan. Ya ha sido descripta esta situacion paradojica de un estado de Udeficiencia 
de hierron a pesar de la ahndancia del hierro total (Bommer et al, 1983). Los autores 
detectaron consistentes dep6sitos de hiem y aluminio dentro de lisosomas de 
rnacdfagos, analizados en material de tejidos post-mortem de pacientes que W a n  
recibido compuestos de aluminio por via oral, y pmpusiemn que la interferencia de 
aluminio con hiem se basaria en la co-precipitation de ambos iones trivalentes. 
Dado que en 10s ensayos ex vivo las celulas progenitoras son aisladas del medio con 
aluminio y son estimuladas con eritropoyetina, se sugiere que la inhibition de su 
crecimiento de CFU-E podria deberse a un bloqueo en la respuest. celular a la 
hormona. 
Con respecto a la accibn del aluminio sobre los gl&ulos rojos, se investig~ la 
posibilidad de una asociacion entre las alteraciones morfol@cas y la presencia 
intracelular de aluminio. la combination de microscopia electdnica de barrido con 
analisis de energia dispersada de rayos X (EDAX) permite distinguir la compicion 
quimica intracelular. El aporte mas valioso de esta tkcnica de analisis consistid en la 
localization de aluminio en l a  eritrocitos con anomalias morfolbgicas de 10s animales 
tratados (Fig. 1.6 y 1.7) pem no en aqutllos que conservaban intacta la apariencia 
biconcava propia de 10s globulos rojos normales, ya provinieran de ratas wntroles 
(Fig. 1.9) o de animales expuestos a aluminio (Fig. 1.8). 
~Cbmo puede explicarse que, ante una disminucibn tan importante del desamllo de 
CFU-E, no se hubiera producido un descenso mayor en el volumen globular? 
Las CFU-E existen in wi.0 en todas las fases del ciclo celular, cuya duracibn ha sido 
estirnada en 7- 1 1 horas (Lajtha et d, 1 97 1 ; Kennedy et d, 1 978; Udupa y Lipschitz, 
1986). La eritmpoyetina en cultivos in estimula a estas cklulas en todas las fases 
del ciclo. El numero absoluto de cklulas estirnuladas depnde de la concentration de 
emitropoyetina (Udupa y Lipschib, 1986) pero las CFU-E en fase GI Son menos 
sensibles a1 estirnulo de la hormona (Monette et al, 1980). Por otra parte, las &lulas 
en GI o Go requieren un period0 de ocho horas de exposicion previa a la 
eritropoyetina para que la dlula progrese en el ciclo hasta las fases S y G2. Este 
period0 de demora no puede ser acortado por aumento de la dosis de eritropoyetina 
en el medio (Udupa y Lipschitz, 1986). Se p t u l a  una hi@tesis desarrollada en base a 
estas observaciones para interpretar 10s resultados obtenidos, por la cual, la 
disminucion del desarrollo de CFU-E se deberia, a1 menos en parte, a la accion del 
aluminio sobre las cClulas. El efecto del metal mantendria un mayor numeru de 
celulas en fase GI o GO y prolongaria la duracion del ciclo celular. Apuyando esta 
hipdksis, algunos trabajos han rnostrado efectos del alurninio sobre el ciclo celular 
(Quarles el al, 1991; Guo & Liang, 2001). Por otra parte, si bien el metodo de mltivo 
de pmgenitores eritroides permite estimar el estado fisioI&ico de la eritropoyesis in 
vivo, algunas diferencias entre ambos sistemas podrian amplificar in d&v el efecto 
previo ocasionado por el aluminio. En 10s animales sobrecargados con aluminio, las 
CFU-E en la rnaula &a del animal intact0 serian condicionadas por la presencia de 
eritropoyetina y de otros factores de crecimiento endbenos en fomna continua. Esto 
podria explicar la aparicion de maierados signos de anemia a pear de 10s efectos 
delet6reos del aluminio. 
Los datos rnostrados en este capitulo aportan evidencias de que el aluminio constituye 
un elemento toxico para las ctlulas eritroides, en particular, cuando la acumulaci6n 
intracelular & favorecida. La causa principal de esta accion toxica no es la 
deficiencia de hierro, sino & bien algun defecto en la utilizacibn de este metal 
esencial o una alteracion de la celula progenitors que conduce a la disminucion de su 
respuesta a eritropoyetina. 
Del mismo mod0 que en las anemias de desC1rdenes crcinicos, 10s efectos de la ingesta 
de aluminio serian el resultado de una modesta destrmccidn de 10s eritrocitos a la cual 
se sumaria la incapacidad de la mkdula 6sea para aumentar la production de glbb~~los 
mjos. 
Capitulo 11 Resultados y Discusibn 
Los cambia morfolbgicos encontrados en globulos mjos de ratas, crirnicarnente 
expuestas a soluciones de Al, condujeron a las siguientes preguntas: hEl efecto debido 
a h exposicion a A1 puede demostrarse tambien en eritrocitos maduros hurnanos? De 
ser asi ~existe una accion directa del metal sobre las celulas ya maduras en circulation 
o las celulas progenitoras eritroides afectadas p r  A1 son responsables de generar 
eritrccitos con formas alteradas ? 
Para contestar estas preguntas y analizar espeeificamente una probable accion directa 
del metal sobre ctlulas eritroides maduras, se disefiaron experiencias de exposicion a 
A1 ipl  viltro. 
Con el fin de evaluar un efecto direct0 in M'fro del A1 sobre la morfologia eritrocitaria 
se utiliz6 la tknica de micmscopia electrbnica de barrido (MEB). 
Eritrocitos hurnanos fueron incubados en medio conteniendo citrato de A1 100 pM. 
Como controles de envejecimiento se incubaron eritrocitos en ausencia del metal con 
y sin citrato de sodio 100 @I. 
La serie de microfotografias en el presente capitulo (Fig. 11.1, 11.2, 11.3) es 
representativa de 10s numerosos camps analizados en las muestras corresy>ondientes 
a cuatro individuos. 
Las F&~ras II.l.a, 11.2.a, I1.3.a rnuestran que el pmeso de envejecimiento 
practicamente no alter0 la forma eritrocitaria. Excepto por algunas cklulas crenadas 
(Fig. 11.2~1, 10s globulos mjos de las muestras incubadas en ausencia de Al no 
mostraron alteraciones. El aspect0 de los preparados fue semejante a1 de los realizados 
con hs misrnas muestras a1 momento de la extraction. Las muestras envejecidas en 
presencia de citrato de Na tampoco rnostraron alteraciones morfolkicas de 10s 
eritrocitos. Contrariarnente, en 10s preparados que contenian ckluhs incubadas con el 
metal desaparecieron los eritrocitos con la forma tipica bicbncava dando lugar a la 
aparicion de numerosos cambios morfolcigicos (Fig. II.I,II.2, 11.3.b-d). Dentro de las 
alteraciones m& frecuentes se observaron acantocitos y estomatocitos. Los primeros 
son c6lulas espiculadas (Fig. 11.1 .b y c, II.Z.d, 11.3.b y d). Los estomatocitos son cClulas 
en form de copa, con una cavidad muy pronunciada (Fig. II.l.d, 11.2.c, 11.3.~). 
Tambien se observaron cklulas sin forma tipica conocida, presentando invaginaciones 
multiples (Fig. 11.1 .b, II.Z.b), ademas de encontrarse, raramente, cklulas planas o 
leptocitos (Fig. 11.1 .b). 
Con el fin de estudiar posibles cambios estructurales de los eritrocitos humanos 
incubados en presencia de compuestos de A1 se empleo la tknica de microscopia 
electrbnica de transmision (MEX). 
En las microfotografias expuestas en la Figura 11.4 se rnuestran camps representativos 
de 10s observados en todas las muestras de globulos rojos estudiadas. 
Si bien por MlFT no se observan las caracteristicas morfol&icas con Ia precision de la 
tknica de MEB, igualrnente pudieron detectarse formas atipicas tales como 
estomatocitos y acantocitos, en 10s preparados de eritrocitos tratados con A1 (Fig. II.4.b 
y d). La observation en detalle de la membrana de globulos rojos incubados wn  A1 
(Fig. 11.4.0, revelb un aspect0 difuso y menos denso que el de las rnembranas de 10s 
eritrocitos controles (Fig. II.4.e). 
F&ur8 11.1 
Morfologia de eritroeitos humanos incubados in vim en presencia de alumhi0 
MorfoI@ de eflleflltrocitos de individuos sanos incubados 14 &as, en ausencia (a) y en presencia (b-d) de 
citrato de Al l00  ,uM. 
a) Morfokgla normal (1000~);  b) Presencia de Ieptmitos y acantmifos, ademis de dlulas con 
morfolw'as atfpicas (2300.); c) Acmtocitos (2400~); d) Estomatocifos (5400~).  
Figma 11.2 
Morfologla de eritrocitos humanos incubsdos in vim en preseneia de alnminio 
ModoIcgla de en'trocitos de individuos sanos incubados 14 &as, en ausencia (a) y en presemia (b-d) de 
&mtodeAI 100pM. 
L5) Morfcqpa normal ( 1 2 0 ;  b) Preszncia de dIulas con mtis de dos c~vidades y dlulas con 
* h m c j ~  (%UCk); C) E s f o m ~ f o ~  y formas anurnah (26.20~); d) Resencia de 
acmfclcitos (25OOx). 
Morfologia de eritrocitos humanos incubados in vim en presencia de alnminio 
MorfollcZgia de eritrocitos de inchiduos sanos incubadus 14 &as, en ausencia (a) y en pesencia (b-d) de 
citC2lfo ck A l l  I00 pM. 
a) Moz%olqia normal (9400~);  b) Acanfocifos (9150x1; c) Estomatocifo ( 1 0 0 W ;  d) Acantocito 
(1 oooox). 
Figura.II.4 
Estructura de eritrocitos humanos incubados in vifro en presencia de aluminio 
Mn/llcrofofografias electdnicas de erifrocitos de individuos sanos incubados 14 &as7 en ausencia (a7c7e) y
en presencia (b,d,f) de cifrato de All00 phf. 
a y C )  ErifrOCitos normales, magnificacion x5K (a), xlOK (c). b y d) En'trocitos incubados con Al, 
magnificacion x3K (b), xlOK (d). e) Detalle de membrana de eritmcito normal (x50K). f )  Detalle de 
membma de erifrocifo incubado con AI (x40K). 
Capitulo I1 Resultados v Discusib 
F'ROTE~~AS DE MEMBRANA DE G ~ B U L O S  ROJOS ENVEJECWOS 
EN PRESENCIA DE ALUMINJO 
Los cambios morfol6gicos enwntrados en 10s eritrocitos envejecidos en presencia de 
A1 sugirieron la existencia de alteraciones de a ldn  wmponente de la membrana 
celular. Por ello, se estudio la cornposicitjn pmteica de fa membrana eritxwcitaria de 
fantasmas de globules rojos que habian sido incubados previamente durante distintos 
periodos con cornpuestos de Al. 
P e f l  pmteico p r  elecfru>foresis en gel de poliac-i8a 
Se realizaron ensayos de eritrocitos envejecidos en presencia de A1 10 6 100 pA.4 
agregados en foma de citrato o cloruro durante distintos periodos. 
L a  perfiles electmfor6ticos de las proteinas de membrana, anafizados por SDS-PAGE y 
visualizados por doble tincion con plata y azul brillante de Coomassie, fueron 
sirnilares, indepndienternente de que 10s eritrocitos hubieran sido o no tratados con 
A1 (Fig. 11.5). En la figura se detallan las proteinas mayoritarias y su masa molecular 
relativa apmximada . 
SDS-PAGE de las pmteinas de membrana de erifmcitos human03 incubada con 
aluminio 
Las pmfeinas de 20s fanamas de ennfmciios k o s  (Cb), incubsdos pr  3 (Cd7 7 (C7) o 14 
(Cd y er.ivfracitos incubsdos en pmsenc. de IOOpM de c l o m  k Ai p r  3 WdI 7 6417) 
o 14 (ad dimt fkemn analidas por SDS-PAGE (T=S%) y ~veladas por doble W i n  mn 
pla& y azul W m f e  de Coomassie. 5k muesfra la posicidn de las pfRinas mayon*tim& de la 
membrana junto con su Mp E I p M  es mprcsen&ifivo de 7 ensaym. 
Ca~itulo II Resultados v Discusibn 
Detea56n de banda 3 y esptrina p r  Wesferrn bibf 
Se ha postulado a la ban& 3 como una proteina indispensable para rnantener la 
estabilidad de la membrana plasmatica debido a su interaccibn wn 10s lipidos de la 
bicapa. Ademas, se ha remarcado que alteraciones en los niveles y en la estructura 
molecular efectiva de las prateinas que integran la membrana, pueden cambiar el 
equilibria de las fomas discoides hacia formas no axisimktricas (Hligerstrand et al, 
1999). 
Debido a estos antecedentes se estudiaron proteinas de membrana de eritrocitos 
incubadxls durante diferentes periodos con Al, analizando su expresih por 
eleetroforesis y western blot 
La Figura 11.6 muestra los immmobl& caracteristicos de la proteina ban& 3 de 
membram de eritrocitos controles o tratados con A1 durante diferentes periados. bas 
membranas fueron reveladas con anticuerpo anti-ban& 3. En la calle CO se observa d 
perf31 de bandas obtenido de fantasmas de g l ~ h l o s  rojos sin incubacih preuia. El 
anticuerpo reconwe, scan las especificaciones comerciales, la prokina ban& 3 de 
masa molecular relativa Mr = 95 K y varies p6ptidos de menor Mr, que migran en 
fegiones de Mr = 60 K; 40 K y 20 K. 
Figura 11.6 
IinmunubIo&de pmteina banda 3 de eritrocitos tratados con aluminio. 
Profehas de membranpi de enen&wcifos hulllanos (5 pgl fuezvn rnabhihs p r  SDS-PAGE e 
immunobIo~'ng. &pmteinas de Ios fanWrnas fkemn obfem'dizs de eri-10s frescos (Csl), o 
incubadus pr 3 (C., 7 (C7) o 14 ( C d  dim y elifrocifos inclrbados en prarencia de &&a& o 
c l o m  de AI 100 ,uM p r  3 Wd9 7 (Xl7) o 14 W I ~ )  dm. hz pireina fire detm%% p r  
xacei& con anficuep rnottmlond &ban& 3 humans y pstenbmente mn anficuerp 
anti-w de raton conjugado con fosfa&a &&a, para finalmeenfe ser reveld con sus&ab 
mmcrg&co. H p f i I  moskado es representafivo de lo$ ensayas ~aLizadas a m  a.tkab o 
c I o m  Be Al (n=6). 
El analisis de los immranob~ofs revel0 perfiles alterados de la proteina de membrana 
ban& 3 como consecuencia del envejecimiento de 10s eritrocitos hurnanos en medio 
rico en A1 (Fig.II.6). En 10s immzinoblots correspondientes a estas muestras se observa 
un aumento del fragmento ly 57 K a 10s 7 dias, mientras que a 10s 14 dQs, esta banda 
desaparece y se observa un increment0 importante del fragmento de 40 K. El perfil de 
degradation de banda 3 se completa con una disminucicin gradual de la molkula 
completa (f'raccion 95 K) , 
Los resultados fueron independientes del compuesto de A1 (citrato o cloruro) utilizado 
durante el envejecirniento de 10s glbbulos rojos. El mismo p f i l  de degradacih, p r o  
de menor magnitud, fue observado despuks de la incubacibn plongada (14 dias) de 
eritrcxitos con compueslos de A1 10 pM. 
Cuando se estudio el perfil electrofor6tico de la proteina espectrina por 
immunoblofing, empleando el anticuerpo especifico, no se encontraron diferencias 
entre las muestras de eritrocitos incubadus en presencia o ausencia de Al. 
Se estudiaron la fragilidad osmbtica y el parametro hemomlbgico de viscosidad de la 
membrana plasmatica, para analizar si las alteraciones rnorfol6gicas observadas en 
10s eritrocitos expuestos a Al, se relacionaban con cambios en estos parhmetros. Estos 
ensayos fueron realizados con eritrocitos envejecidos durante 7 y 14 dias en presencia 
de citrato de A1 100 pM. Despub del period0 de envejecimiento una suspensibn & 
eritrocitos fue analizada en un viscosimetro rotational. La viscosidad de membrana 
(q) no fue alterada por la exposicion de 10s eritrocitos a Al. Los valores obtenidos a 
maxima velocidad de corte (230 s-I), expresados como Media + SEM, fueron 2,5M,04 
mPa.s para 10s eritrocitos incubados en ausencia de A1 y 2,5&0,07 mPa.s para 10s 
eritrocitos tratados con el metal tornados en conjunto 10s datos de incubaciones 
durante 7 y 14 dias. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre 
Capitulo II Resultados v Discusih 
ambas muestras (n= 5). 
Para estudiar el efecto del A3 sobre la resistencia de eritrocitos a un medio de 
osmolaridad variable, se utilizd la prueba de fragilidad osmritica. Los valores de 
porcentaje de hemolisis fuemn calculados a partir de 10s datos de absorbancia a 
540 nm y graficados en funcibn de las concentraciones moiares de las soluciones 
hemolizantes de cloruro de sudio. A partir de las curvas, se calcularon fos valores de 
"fragilidad corpuscular media" (FCM), 10s que corresponden a la concentration molar 
de solucion hemolizante a la cual se prduce el 50% de hemolisis de la suspension 
eritrocitaria, 
Los valores de EM expresados como Media + SEM fueron 73,6+2,22 rnM para el 
control y 73,5&1,00 mM para 10s eritrocitos incubados con Al. No se observmn 
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. 
Con el fin de analizar la existencia de cambios en la relacion superficie/volumen 
celular, se determino el volumen corpuscular medio (VCM) de 10s eritrocitos. El VCM 
de 10s eritrocitos incubados con A1 (105f 2,5 fl /c&l.; Media f SEM; n=?) fue similar a1 
de las celulas envejecidas en ausencia de Al ( 1 m 4 , l  fl/cel.; Media + SEM, n=7). 
CONTENDO DE ALUMIMO FH ERI'I'ROCITOS E-CIDOS N 
m u  
En 10s estudios in vivo se encon6 acurnulacion de A1 en el organism0 de 10s animales 
luego de una intoxication pmlongada (Capitulo I). Los analisis por EDAX mostraron 
que el A1 estaba presente en esquistocitos y celulas crenadas, no asi en eritrocitos con 
forms alteradas de animales controles o en eritrocitos con morfologia normal 
(Capitulo I). En base a estas observaciones se determino el contenido de A1 en 
membrana y citosol de globulos rojos incubados in rifm con el metal, para dilucidar si 
este era capaz de penetrar en 1as celulas y estudiar su distribution dentro del 
eritrocita. Dicha cuantificacibn se realid por espectrometria de absorcion atomica en 
globulos rojos incubados durante dos diferentes periodos y con dos concentraciones de 
Al (Fig. 11.7). 
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Figura 11.7 
Contenido de aluminio en membrana y citosol del eritrocito 
GIdbdm mjm hmanos fuemn envejkcidos sin Al o en presencb de cifrato de M 10 o I O O ~  
p r  3 o 7 dizs. contem'dm de Al fuezvn meddos luego de ts li'slis &I e~flkmcifo en lks 
fracciones Be membrsna y citoso1. && punto mpresenfa Is M d a  f SEW (n=3). B mnknido 
& Al det& en Ils me* luegrl & 7 & de in-& COR Al I# jM es 
s ~ c 3 8 t i ~ . e n f e  difrente @<O,Ol) ccm mqwfo f o  lm muli?idos enconhahs plr 
incubacidn w n  bqks dm& o con alW hsLpol. 3 dim (pnrebfo de W&h). 27 vdm de x=O en 
hs a b s c b  comqmnde a2 confern*& de Al en h frwccimes wntmles, Zlas mIes fiaezvn 
i n c u m  duran fe el nu'smu do sin ag~egsdb de Al. 
El A1 penetra a la cklula, ya que se encontrci en la fraccibn citklica (Fig. II.7.b). Sin 
embargo, no se observaron variaciones en el contenido de A1 intraceluiar corno 
consecuencia del tiempo de exposicion, ni de las dosis ernpleadas (Fig. 11.7.b). Por el 
contrario, cantidades elevadas de Al asociado a la membrana fueron detectadas Iuego 
de 7 dias de incubacion con Al 100 pA4 (Fig. II.7.a). Este resultado fue 
significativamente diferente de 10s resultados observados con bajas dosis de A1 (10 
pM) a 10s 3 y 7 dias, y con altas dosis (100 pM) durante periodos cortos de incubacion 
(3 dias) (Fig.IL7.a). 
b s  resultados son wherentes con el hallazgo de la degradation de banda 3 observado 
por exposicion a concentraciones elevadas de Al. 
EI dmnhiopraenfe en el m d o  dk inmbscgn puede ser i m p d o  Bfintenbr del 
@ W o  q i z  Cuandb el mefazl&' en  con^ m k c ~ . ~ ~ ~ ' & p m I o t l g ~  
es apm & artcI2me en h m e e a  
Ya en 1929 Seibert & Wells observaron anomalias morfol@cas en eritrocitos de 
conejos que habian sido expuestos a aluminio. Resultados similares fueron obtenidos, 
en el presente trabajo, en ratas que ingirieron aluminio en el agua de bebicta (Gapihrlo 
I). Los ensayos in vivo no permitieron discriminar si la alteracion de forrna de 10s 
eritrocitos se debia a su circulation en el plasma rico en aluminio o si habian sido 
wnsecuencia de originarse a partir de cklulas pmgenitoras alteradas. h s  resultados 
de los experimentos in wn eritrocitos humanos en este capitulo wrroboraron 
que el alurninio ejerce, a1 menos, una accion directa sobre estas celulas. La 
observation de la morfologia celular, por MEB (Fig. 11. 1-3) y MET (Fig. 11. 4), 
demostrd una transforrnacion de la forma tipica biconcava de 10s eritrocitos 
envejecidos in &ZW a formas anomalas (acantocitos y estomatocitos), debido a la 
presencia de compuestos de aluminio en el m&o de cultivo. 
Segun la ''hiptrtesis de la bicapa asociada" pmpuesta por Sheets & Singer (19741, la 
membrana foma una superficie cerrada en la cual las proteinas y lipidos 
involucrados estin distribuidos asimetricamente en las dos mitades de la bicapa. Asi, 
las dos mitades de la rnembrana pueden responder de manera diferente a distintas 
perturbaciones mientras que se mantienen asociadas. Para explicar las modificaciones 
rnorfo1Iysicas de eritrocitos debidas a su interaction con deterrninados compuestos, 
postularon que la acumulaci6n diferencial de esos compuestos en la mitad externa 
conlleva a la forrnacion de formas espiculadas (acantocitos o equinocitos), mientras 
que su acumulacion en la rnitad citoplasmatica provoca la conversion a fomas en 
c o p  (estomatocitos) (Fig. 11.8). 
El hecho de que Ios compuestos de aluminio hayan inducido simulthneamente la 
forrnacion de acantocitos y estomatocitos (Fig. 11.1-4 ) indicaria que el metal podria 
interactuar en ambas mitades de la monocapa, la externa y la citoplasmatica. 
Hallazgos recientes utilizando modelos moleculares de biomembranas apoyan esta 
supici6n (Suwalsky et d, 1999). Estos modelos, wnstruidos en multicapas de 
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE), 
representan las clases de fosfolipidos localizados en las monocapas interma y externa 
respectivamente, de la membrana del eritrucito humano. El adlisis de difraccibn de 
rayos X de las capas DMPC y DMPE, mostrC, que el acetilacetonato de Al ~ u n  
compuesto neutro, hidroliticamente estable y lipofilico - podia insertarse en ambas 
bicapas. Los mismos resultados fueron obtenidos cuando se ensayaron soluciones 
acuosas de clomro de aluminio (Suwalsky ef al, 2001) o del complejo de citrato de 
aluminio (Suwalsky ef al, 2002). 
Figma II.8 
Esquema de la acumulacion diferencial de cornpuestos en la membrana del eritmito 
Adaptado de Pal& & JaroIim, 1993. 
A pesar de que, en el presente trabajo, no pudo ser establecida una localization 
especifica del aluminio en alguna las dos mitades de la bicapa, esth claru que el metal 
entra en la cdlula y, en elevadas cantidades, se ancla en la membrana (Fig. 11.7). Fhta 
observacih apoyit fuertemente la hipbtesis de que 10s iones aluminio son capaces de 
unirse a fosfolipidos vecinos en la bicapa, creando espacios dentro de la membrana 
con el subsecuente re-arreglo (Van Rensburg ef d, 1 995). Se puede sugerir, entonces, 
que el A1 se uniria inespecificamente a 10s fosfolipidos, y se&n la interaction 
predominante def metal con alguna de las dos hemicapas induciria el carnbio 
morfolbgico correspondiente, 
Ademixs de la acumulacion mencionada, otra caracteristica importante que puede 
afectar la foma y la estabilidad de la membrana del eritrocito, es el carhcter de las 
interacciones entre la membrana y el citoesqueleto (Tanner, 1993). En este wntexto, 
l a  resultados de este capitulo muestran que el alurninio induce cambios en las 
proteinas de membrana. Aunque no se observo un perfil alterado de las prateinas 
totales (Fig. II.5), un anhlisis mhs especifico mostro que el envejecimiento de 
eritrocitos en presencia de afuminio inducia un patrbn alterado de proteinas de 
membrana, compatible con la degradacibn de k proteina ban& 3 (Fig. II.6). El hecho 
de que se produjera una disminucion de la concentration de la molkula completa de 
pmteina banda 3 y un concomitante increment0 de la concentraci6n de fragmentos de 
menor Mr, pareceria estar relacionado con la duracion de la exposicion a aluminio. 
Pudo detectarse que las M, de 10s fragmentos & degradacion (Fig. 11.6) son 
coincidentes con los lugares de corte y Icrs fragmentos resultantes luego de la 
pmte6lisis de banda 3, descriptos por Morrison y wlaboradores (1985), que se 
presentan el la Figura 11.9. Los autores han propuesto que el fiptido de 60 K seria un 
producto de corte en algun sitio justo fuera de la bicapa, ya que este fragment0 
atraviesa la membrana plasmatica. El otro sitio de corte se produciria en la cara 
interna de la bicapa, generandose el Mptido de 40 K. Sugirieron, ademhs, que el 
dominio citoplasdtico de la pmteina ban& 3 interactuamia con otras proteinas de 
membrana, y Csta seria una razbn suficiente para que 10s fragmentos queden unidos a 
la misma. Esto impide la pkrdida de 10s fragmentos citoplas~ticos de la proteina 
durante el pmeso de obtencion de los fantasrnas eritrociticos y, asi, pueden ser 
detectados p r  fraccionamiento electrofodtico. 
Figura II.9 
Esquema de 10s fragmentas resultantes por pmtwlisis de Banda 3 
&piah de Momms0n efd, 1985 
Coma ya se ha rnencionado, la pmteina ban& 3 es la principal pmteina integral que 
une la membrana plasmatica con el esqueleto. Teniendo en cuenta este hecho, la 
disminucion de banda 3, como consecuencia de su degradacion, podria resultar en 
una interaccion debil entre la membrana plasmatica y el esqueleto y, de esta forma, 
explicar 1as alteraciones morfol6gicas de los eritrocitos expuestos a aluminio. 
Apoyando esta sugerencia, se ha encontrado que el eritrocito del vertebra& primitive 
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lamprea psee una forma de t i p  estomatocitica. Llamativamente, el glbbulo rojo de 
esta especie carece de proteina banda 3 en su membrana (mgerstrand et al, 1999). 
Las formas no discoides de esos eritrucitos son adjudicadas a una deficiencia en las 
interacciones entre la bicapa y el esqueleto, debido a una distribution lateral no 
uniforme de las proteinas de membrana por ausencia de la proteina banda 3. 
Un apoyo adicional a la supsicion de que la deficiencia de proteina bancia 3 afecta la 
forrna celular, surge de un estudio en el que se muestra que eritrocitos bovinos con 
deficiencia completa de banda 3, tienen una forrna pliinvaginada (Inaba ef al, 1 996) 
similar a la de algunos globulos mjos encontrados por MEB en el presente trabajo (Fig. 
11.1-3). 
Como fue mencionado en la Intrcduccion, 10s roles de los componentes estructumles 
de la membrana del globulo mjo esthn bien delineados: la bicapa lipidica junto con las 
pmteinas transmembrana aislan quimicamente y regulan el interior de la cClula, 
mientras que la red del esqueleto provee un soprte rigido para aumentar la 
estabilidad. 
La deformabilidad de la membrana es uno de 10s componentes que regula la 
deformabilidad del eritrocito. A su vez, el coeficiente de viscasidad superficial se 
relaciona con el comportamiento de la membrana frente a la aplicacion de una fueaa. 
Como el valor de este coeficiente para la membrana del glob~~lo r jo normal es dos 
ordenes de magnitud mits alto que el compondiente a la capa lipidica aislada, se ha 
postulado que las proteinas del esqueleto tendrian un rol preponderante en la 
regulation del comportamiento viscose de la membrana (Mokandas & Chasis, 1993). 
La incubation previa de eritrocitos con aluminio no produjo cambios en la viscosidad 
de la membrana. Este resultado concuerda con el hecho de que la espectrina, principal 
prdeina del esqueleto no constituyb un blanco para la accion del aluminio. Las 
rnodificaciones morfologicas podrian explicarse mas bien por debilitacion de las 
asociaciones pmteina-proteins, en este caso, banda 3-espectrina, debido a la 
degradation de banda 3 inducida p r  aluminio. 
La presencia de aluminio durante el proceso de envejecimiento in M'fro de eritrwcitos 
humanos no produjo cambios en su mistencia osmotica. Estos resultados indicarian 
que los cambios morfol6gicos no afectan en f o m  importante la relacidn 
superficie/volumen de los eritrocitos, caracteristica que determina 10s cambios en la 
fragilidad celular frente a soluciones hemolizantes. De hecho, el volumen globular 
medio (VCM) no se modifico durante la induccion de las alteraciones morfolbgicas. 
Estos resultados no coincidirian con los que dernostraron un aumento de la resistencia 
osmbtica de eritrocitos de animales expuestos a aluminio in vivo (Drueke ef d, 1986b 
Garbossa et al, 1996; Garbossa et al, 1998a). Si bien las alteraciones morfolbgicas, 
causadas por la exposicion a aluminio de eritrocitos humanos in u'fro y de globulos 
mjos de rata in vivo, heron similares, no se deriva, de ello, que l a  comportamientos 
sean semejantes, ya que 10s eritrocitos de los animales de experirnentacibn recibieron 
dosis continuas del toxico p r  periodos muy pmlongados y se encontraban inmersos 
en un medio mhs complejo. 
Por otra parte, se ha propuesto que la degradacion de la proteina ban& 3 juega un rol 
importante en la generacion de la sefial senescente en el eritrocito (Kay et al, 1989; 
Schwarz-Ben Meir et al, 1991; Bosrnan ef al, 1991; Kosower, 1993), lo que 
conduciria a la perturbation de la superficie externa de la membrana via cambios 
conformacionales, con la elimination precoz de la celula corno resultado final 
(Schwarz-Ben Meir et al, 199 1). Teniendo en cuenta este hallazgo, podria sugerirse 
que el aluminio, que provoca degradacion de la proteina ban& 3, induciria un 
envejecimiento prematum en las cklulas que han estado en contact0 con el metal. Una 
evidencia que apoya esta hipbtesis es que se ha encontrado aumentada la actividad de 
calpaina, una enzima proteolitica que actua sobre la banda 3, en cortes de cerebro de 
ratas expuestas a aluminio (Guo- Ross et al ,1998). 
Se puede concluir que el aluminio interaccionaria con la bicapa lipidica, promoviendo 
la aparicion de acantocitos y estomatocitos. La alteracion simultanea de la atructura 
de la proteina banda 3 introduciria modificaciones en la distribution lateral de 10s 
componentes de membrana. Ello podria afectar el equilibria de la forma del eritrocito, 
induciendo las anomalias morfol~icas &servadas. 
La habilidad del aluminio de incorporame a las &lulas, modifi~r la conf'iracibn 
proteica de la membrana y alterar la morfologia celular podria explicar @nos 
efectos del metal en su rol neumpatolcigico. 
La eritropyetina (Epo) es la hormona responsable de regular la eritropoyesis, 
pmmoviendo la supervivencia, proliferacion y/o diferenciacicin de cklulas 
pmgenitoras eritroides. Para cumplir esas funciones la Epo se une a1 receptor 
especifico (EpoR) en la superficie celular. Esta union inicia una cascada de seiiales de 
activacion, que involucra procesos de fosforilacidn mediante los cuales se activan 
factores de transcription especificos. 
La observation de un efecto inhibitorio como consecuencia de una sobrecasa con A1 
sobre la respuesta de cklulas pmgenitoras eritroides a la Epo (Capitulo I) permitio 
sugerir que el A1 afecta la actividad de Epo mediada por su union a1 weptor 
especifico. Por ello, se evalu6 la posibilidad de que el A1 interaccionara con 
mecanismos involucrados en la via de activacion del EpoR. 
Para cumplir este objetivo, se disefiaron experiencias empleando cultivos primarios de 
CFU-E humanas y cultivos de las lineas celulares humanas K562 y UT-7, que expresan 
receptores para Epo y han manifestado distinta dependencia de la hormona para 
desarrollarse. 
ACCION DEL ALUMINIO SOBRE LA RESPUESlrA A 
ERlTROPOYEI'INA DE C~LULAS PROGENITORAS ERITROIDES 
HUMANAS 
Se investigo si c61uIas eritroides humanas eran afectadas por aluminio en forma 
similar a las cklulas de m.0. de 10s animales expuestos cldnicamente a1 metal. 
Para evaluar este efecto, celulas pmgenitoras eritroides fuemn semipurificadas a 
partir de sangre perifbrica de adultos sanos e incubadas en presencia de aluminio en 
cultivos estimulados con Epo. 
El desarrollo de CFU-E, luego de 9 dias de cultivo, se represents en la Figura 111.1. Se 
observo una disminucion significativa de 30% en el nhmero de CFU-E, con respecto a1 
control cuando las cklulas progenitoras humanas fueron crecidas en presencia de Al. 
Camhilo III Resdtados v I3iscmi6n 
Los data, expresada como MediMEM, indican que las cilulas controles crecieron 
12770  & 500 CFU-E/106 dl., mientras que ks  tratadas con A1 tuvieron un desarrollo 
significativamente menor, 86 1 0  + 9 1 0  CFU-E/ 106 cC1 (Pe0,OOEi). 
Figura 111. I 
Efecto del duminio sobre la respuesta a erilmpqetina de dlulas progenitoras 
eritroides humanas 
~ I u J a s  prvgenifares eriiroides humanm (3,5xZ@/ml) semipudiczdas a p& de smgv 
pelifenca de aduIbs m o s  fuemn esrimuIa& con 2 U E m  en presna'a &I) o ausencia 
(@,I de cifrato de A1 100 pM y cultiv- en medio sem'sufido, dmnte 9 dim en afmMera 
shrrada con vapr de agua y COz 5% a 37OC. ZT nrimem de w1onim hemog1obiniZBdm fue 
deteminado pr lls fknica de DAE & diducidn obsmzda fue eshaiisfrbenfe 
stpnidcativa (P<O,O@, n=6) con mqwcfo aI confro1 (Pmreba t de StudenO. 
El desarrollo esponthneo de CFU-E deteminado en cultivos sin Epo, expresado como 
Media + SEM, fue 5 7 2 m 6 2 0  CFU-E/I@ cC1. Este resultado fue estadisticamente 
significative con respecto a las cklulas estimuladas con la horrnona (C, P<0,001 y Al, 
P<0,05; Prueba t de Student). 
La disminucibn significativa del crecimiento de CFU-E humanas bajo el estimulo de 
Epo, desarrolladas en un medio rico en Al, concuerda con la inhibicion de CFU-E 
detectadla cuando fueron ensayadas ex vivo cilulas de midub Crsea pertenecientes a 
ratas con funcion renal normal que habian recibido una sobrecarga oral cdnica de A1 
(Capihilo I). 
Hdurm'irub @ e m  m efecto ihhihi- s o b  k -U& a m*-etim de &lidas 
pqgm'ibrm eriiiroida & w e n  human0 inmbh in M'fru,. W e- C L ~ C U ~  
con el 0lserv-e en e m y a  ex viva con d l h  de m&i& & anindm de 
eqahnen1&iiin. La widn d& a l w n W  dhzb delduminb mn &is ce'lul' in 
M'tm se m d a  en el mim?o sentido, aaunque &ta de menor magnifud qrre la 
~ ~ ~ x , ~ e l m e t d s c u m & o i n  vivoen elrimb&nahrrsl&Qm&iula&ea. 
A C C I ~ N  DEL ALUMNI0 SOBRE LA RESPUESTA A 
E ~ O P O Y E T I N A  DE L~NNEAS CELULARES HUMANAS 
A partir de los resultados anteriores surgio el inter& por investigar la posibilidad de 
que el Al interfiriera con mecitnismos de activacibn celular mediados por Epo. Para 
ello, el modelo de CFU-E humanas, obtenidas de sangre perifdrica, resultaba 
inapmpiado debido a la coexistencia de distintas poblaciones celulares. Por otra parte, 
existia la dificultad para obtener el numero de celulas suficientemente purificadas, 
adecuado para desarroflar 10s ensayos y la imposibilidad de mantener los cultivos por 
periodos prolongados. Por esta razbn, en 10s siguientes experimentos fueron 
empleadas las dos lineas celufares humanas, K562 y UT-7, descriptas en Materiales y 
Metodos. 
Con el fin de caracterizar 10s subseb de celulas K562 y UT-7, mantenidos en nuestro 
laboratorio, se evaluo el grado de dependencia de Epo. Para ello, el crecimiento celular 
fue analizado en ensayos dosis-respuesta. tas celulas de las dos lineas heron 
cultivadas p r  72 h para determinar su respuesta a E p  con relacion a viabilidad, 
crecimiento (Fig. 111.2) y diferenciacion celular. 
Se observci una elevada correlation entre la dosis de Epo y el nirmero de celulas UT-7 
viable, mientras que no se detect0 una dependencia similar en 10s cultivos de celulas 
K562, La Figura 111.2 muestra que el crecirniento celular observado en la linea UT-7 es 
sensible a las dais de Epo, asociacion claramente descripta por el. coeficiente r de 
Pearson (0,83). 
El efecto de Epo sobre Ia diferenciacion ce1ular eritmide fue evaluado por el nivel de 
desamllo de celulas que presentan aumentada la sintesis de hemoglobina. Bajo las 
condiciones empleadas, ni las cklulas de la linea K562 ni las de la linea UT-7 fueron 
inducidas por Epo a diferenciarse hacia estadios celulam rnaduros. LAX porcentajes de 
cClulas hemoglobinizadas despuQ de tres dias de cultivo, como consecuencia de la 
estimulacibn con 2 U Ep/ml, con respecto a la hemsglobinizacion espontknea (sin 
agregado de Epo) fueron 9,722,2 % vs. 8,9f 1 ,I % para 1as elulas K562 y 6,1+1,7 % 
vs. 5,8&1 ,O % para las cklulas UT-7 (Media + SEM, n=5). 
Figura III.2 
Dependencia de las lineas celulares a eritmpoyetina 
~ I d r a s  K562 y UT-7 (2x1 05/ml) h m n  incubadras en el medio appiisdo dwmfe 72 h en 
jntwncia de wn(7enfraciones mien& de E p ,  a 37V, en afmosikra safuraala con vapor dk 
s p  y 5% dk COz. H nlimem de d f d m  v~aiables fue detem'nado m&mte fincih con azd 
Tn@,4nyrecuenfo en &am de Neubauer m o d i f i d .  
Lus ~e~dtados & exp.essdos comu Media HEM (n=5). 
L'oeficienfe r de Pearsn enfTe el cm'mienfo folulkr de Itt Enea UT- 7 y la ccmcenhcion de 
E p  = Q8.3. 
Una de las principales funciones de la Epo es rnantener el pmeso de diferenciacion 
eritroide, regulando la production de cklulas rnaduras. Se ha sugerido que la Epo 
protegeria a las celulas progenitoras de la muerte celular pmgramada (Mulcahy, 
2001). Los esultados graficados en la Figura 111.2 muestran que las dlulas K562 son 
independientes de Epo para crecer y diferenciarse. A pesar de esto, se conoce que estas 
cklulas poseen receptores para la hormona. Esto lleva a postular, entonces, que la 
expresi~n del EpoR en las cklulas K562 podria estar relacionada con la prevention de 
apptosis. Para analizar esta hipbtesis, se examino la habilidad de la Epo para inhibir 
la muerte celukr prograrnada inducida por hemina en la linea celular K562. 
Las cklulas fueron incubadas con hemina (H) para inducir apoptosis. Con el fin de 
evaluar el efecto antiapoptotico de la E p ,  las celulas fueron, ademas, incubadas con la 
hormona. 
La t&cnica de tincion diferencial con colorante de Hoechst fue ernplpleada para evaluar 
la apptosis producida en cultivos de 5 dias . Este colorante nuclear pone en evidencia 
caracteristicas de las celulas que se asocian a1 proceso de muerte celular programada, 
tales como condensacion de crornatina y fragrnentacion nuclear. En cklulas no 
apoptoticas, 10s nucleos fluorexen unifomemente sobre un fondo extracelular 
oscuro, mientras que la crornatina condensada se observa en forma de puntos 
brillantes en celulas que sufrieron apoptosis (Fig. III.S.a, microfdografia). 
Glulas cultivadas sin agregado de H o de Epo sufrieron un grado de apoptosis 
esponthnea (C) de 4*0,4 % (Fig. III.3.b). La induction con H p d u j o  un aurnento cIe 6 
veces en el numero de cClulas apoptoticas. Este efecto apoptbtico, a su vez, sufrio una 
reciuccion de, aproximadamente, 50 % por accion de Epo. 
Como se menciono anteriomente, una de las principales hipbtesis de este estudio 
postulaba que la interferencia de Al con las funciones de la Epo podria explicar el 
efecto inhibitorio sobre la respuesta a la hormona de las cklulas progenitoras CFU-E. 
Se investigo, entonces, si el Al era capaz de modular el afecto antiapopt6tico de la Epo. 
Cuando cCluks K562, inducidas a apoptosis por H, fueron cultivadas en presencia de 
Epo y Al, el efecto protector de la Epo fue prkticarnente anulado, aunque el A1 per se 
no produjo un efecto proapoptotico en estas cklulas (Fig, 11L3.b). 
Acciiwr del alurninio sobre la funcion antiapoptbtica de eritropoyetina en 
celuias K562 
CEIulm KS62 &emn cdfivah sin &lFamienfo (C) o con el a -  de he& 35 pl4 (m); 
c o n H 3 5 ~ y I O U E ~ / n t l ( H + E p 0 ) ; m n H 3 5 ~ ~  I0 UEp/mlyaCI&atodeAI OO,uM 
@?+@+All o con cimto de A2 100,uM (A). &qm& de 5 diks se &izb la wlorwion con el 
madivo de Hclechst y se ef-o el m e n t o  ceIdm &benciw17 sabre un &&I de 600 &IuIcds, 
con mtlU~sccrpio de fluoreaz-ncia 3 A&mfio~afia con c~lulas ap-phjticas (4m). b) &w 
bmr5ts repmen& d prcenfaje (Media * SSElW de c6lulcds apopfoticas con respecfo a2 
niimem foM de c e I ~ ~  (n=5). Sk enmn&mn dife~ncias sigm'ficativ~s en@ C o A2 vs. dcs 
mo de la 3 & n r p  restantes (PcO,OI) y enfre H+@m y Iosgrupm H y HfFpl0.tA.l PcQOS; 
pmeh Ck. XnrsRzll- WdIr's). 
Como consecuencia de la exposicidn a A1 no se encontraron alteraciones en el 
crecimiento ni en la viabilidad celular, determinadas por la tkcnica de exclusion del 
colorante azul Tripan. Las cklulas K562 cultivadas durante 5 dias en presencia de A1 
crecieron 96+3 % con respecto a las controles que no tuvieron contact0 con el metal. 
La viabilidad celular no difirio entre ambos cultivos, detecthndose 93k 1,O % de &lulas 
viables despues de haber estado expuestas a A1 y 93+ 1,2 % en cultivos controles. Estos 
resultados confirman que el A1 no es un factor proapoptdtico, sin0 que afecta la 
habilidad protectors de la Epo. 
Dado que la linea UT-7 depnde de Epo para crecer (Fig. II1.2), se puede lograr 
apoptosis privando a las cklulas de la hormona. Bajo estas condiciones, se evaluo el 
efecto de Al sobre el proceso de apoptosis en esta linea celular. Como se esperaba, las 
cklulas UT-7 crecidas sin Epo durante tres dias, sufrieron un alto grado de apoptosis, 
la cual fue prevenida por Epo (Fig. 111.4). No se observaron cambios en los cultivos 
debido a la presencia de Al. 
Figura 111.4 
Protection antiapoPti,tica de &lulas UT-7 por efecto de eritropoyeh 
~Iulas UT-7 fuemn inducidm a ~ t o s i s f  pnP1vando a I' mimm del facfr de mecipruenio (-EM y el e h f o  antiapptorico de Ica hormona fue eshrdiado en culfivos esfimuIadbs con Epo 
(+E~O)~ en presencia (M) o ausencia (-N) de ci&ato de A2 100 m. Desputs de 72 h se 
zed% k coImon con el zeadim de Hkzhsf y se efechro el m e n t o  celulsr difZ:rencM, 
sobre un fofisl de 600 ceIulas7 con m'cm~opio de fluoresencia. .Las Las repmentap7 d 
pomenhje (Media f SL521) de &Idas apoptbfim con re- a;l ntimem ioM de &iul&s 
(n=5,. L?t%renciks slpttifi'mtivm (P<O,OZ.l fuern enconfmdm en& 10s cuffivos ira&&os 
cony sin @ meba de A4mn- M/'hilney). 
Cavitulo III Resultados v Discusibn 
EFECTO DEL ALUMINIO SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR 
PARA EIUTROPOYFfINA EN CELULAS K562 
El mecanismo por el cual el A1 afecta la capacidad antiapoptirtica de la Epo en cklulas 
K562 podria estar relacionado con una disminucion de la disponibilidad de receptores 
de membrana para la hormona o con la interferencia del A1 con alguna sefial 
relacionada con la activation del EpoR Se examino la expresion y fosforilacion del 
EpoR por inmunoprecipitacion y Western blot 
Epo + + 1 A , -  IP: anti-EpoR + I I 118- WB: anti-PY 76- - EpoR I 
1 70- 
118- 
70- 
- EpoR 
50- - IgG 
38- 
28 WB: anti-EpoR 
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Figura 111.5 
Expresion y fosforila.cion del EpoR en &Iulas K562 cultivadas en presencia de 
aluminio 
Glulas K562 heron incubadas en presencia de cihto de Al 105pM duranfe 5 &as. Bhzs y 
celdas confroles recibiervn m @w de 10 U Ep/ml duranfe 10 m h  s 3 X  Lidos de 107 
ctldas heron inmunoprecipii%dos 0 con an&kuerpo anti-EpR y las pmteinas separadas 
elecfrofor~ticsfnenfe, t;s detection se &o p r  Wesfetn blot W) con antimeqw anti- 
fis60frfrmsina Pmel supnbr) y luego del "stm&hglg" con pltimeqw anti-@R ( P d  
inferior). Xos Western blof exbibidm, wn representatives de 3 ensayo, 
En la Figura 111.5 se observa una disminucion de la eexpresion del EpoR en las c6lulas 
que estuvieron previamente en contact0 con compuestos de A1 (Panel inferior, +All. 
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La concornitante seMl de fosforilacibn (Panel superior, +AD, disminuida con respecto 
a la de las cklulas no tratadas (Panel superior, -Al), podria ser atribuida a la menor 
expresion del EpoR 
Ei &&mento preMb de &I& R56Z con aluminio induce una dirmitlucih de Im 
nides de ztxqtm de errerrltqmy&a y de 10s pmducfm & fmf&i& m i a &  al 
m p & r  acfivadb. 
NIVELES DE ARNm DEL RECEPTOR PARA ~ O P O Y E I ' I N A  EN 
CELULAS K562 EXRESTAS A ALUMINIO 
Se investigo si la disminucion de 10s E p R  en cdlulas K562, causada por accion del Al, 
se debia a una disrninucion de 10s ARNm del E p R  
Lm niveles de ARNm de celulas K562 tratadas con citrato de A1 y de cklulas controles 
fueron determinados por RT-PCR (Fig. 111.6). 
Figura 111.6 
Niveles cle ARNm clel E p R  de celulas K562 expuesta a aluminio 
EI ARN fofal fue exfraido de ceIuIks K562 sin fratarnienfo adicion(a2 (-AD y iirafadas con cifr(af0 
de Al IOOjM durante 5 dim (+All. h s  sefiafes de ADNc del EpoR obfenih despuks de RT- 
ERR, heran cua.ntifi& y normal- con nqwcto a Im seales de GAlDff &I. &i &a 
gel se incluyu un maxzdor de pares de bases que pmitiu i d e n t i h  las bands por su 
fam&o (M. ggel exhibr'do es represen&tim de 3 ensayos (a). 
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En concordancia con la disminuida expresion de proteina EpoR, se encontrd una 
disminucion de 10s niveles de ARNm del EpoR en dlulas previamente expuestas a A1 
(Fig. 111.6, +All. 
La menor expeaon de1mphorpa.m en'fropyeefina en las d lu las  K562phcubadas 
con mpuesfm ak d m 0  se encuenfra asmi& con una disminucidn de Ibs 
nivei' de ARNm deimepior. 
EFECIY) DEL ALUMINIO SOBRE LA PRoLIFERAcI~N INDUCIDA 
FOR ERITROPOYETINA EN C~LULAS UT-7 
En base a 10s antecedentes que apoyan una posible accion perjudicial del A1 sobre la 
actividad de la Epo en cklulas eritroides y, teniendo en cuenta que 1as cklulas UT-7 
dependen totalrnente de Epo para su supervivencia, se estudio la pibilidad de que el 
metal afectara la proliferation de ctlulas de esta linea. Para ello se empleo la prueba 
de exclusih del colorante azul Tripan (Fig.III.7). 
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Figura III.7 
Prolifemi6n de cC1ulas UT-7 expuestas a aluminio en respuesta a 
eritmpoyetina 
Se deiieminb el crecimiennfo y vlabilidsd de ctluIas UT-7 (Zx105/dI estimuladm cm I U 
Epo/ml sin apgerdo de Al (X&l en pmncrir de cikgto de A2 100 pM d m t e  5 &as 
(Ep+AI) o con cifrato de Al 100 pilf par utr peniado de 30 &m (@o+Al crcinim). 
Simul&eamente, se eshrdiii el efecto de cikafa de Al I00 pki durante 5 dlas en azlsencia Be 
E p  W). Ce:lulas wnftr?les fuemn incubadm durante el mi1121mo pennodo sin el agtgado de 
amhs compu&m (-I. h s  resulWos de 5 emyw indepdientes atin q&os como 
Media 24234 
La disminuida viabilidad Be las celulas incubadas sin Epo (-) no fue modificada por la 
presencia de A1 en el medio de cultivo (All. 
Mientras que el tratamiento con A1 a corto plazo no afecto la proliferation celular 
inducida por E p  (Ep+Al vs. Epo), la exposicion cronica a1 metal increment0 la 
respuesta proliferativa de estas celulas a la Epo (Epo+Al crbnico), siendo la diferencia 
entre 10s grupos (Epo+Al crbnico) y (Ep) estadisticamente significativa: 107k3 106 
&l./ml vs. 80&2 106cel./ml, (n=5, P<0,05, prueba de Mann-Whitney). 
EXPRESI~N DEL RECEPTOR PARA EIUTROPOYEI'INA EN C~LULAS 
UT-7 lXPtESTAS A ALUMIMO 
El siguiente paso fue investigar si la modification de la respesta & cklulas UT-7 a 
Epo bajo condiciones de exposicion cronica a Al, se encontraba relacionada con una 
modulation del EpoR Se estudio la expresi~n del EpoR por inmunoprecipitacion y 
Western blot de cklulas UT-7 incubadas durante periodos prolongados (30 dias) con 
citrato de Al. 
Los resultados, representativos de 5 ensayos diferentes, se muestran en la Figura 111.8. 
La expresibn del E p R  y la fosforilacion de tirosina asociada, aurnentaron en las 
ctlulas expuestas a A1 (+Al) con respecto a las celulas cultivadas en rnedio libre del 
metal (-Al). 
&2 aumenb a2 Is nqvues& ak cCI& U T - 7 d f i W  en wusncia de k hornma eskd 
n f s i o d  con un incnmenfo en Ia expmidtl& -@om para eritqmyefina 
debidb a k eqxwicidtlpmIong& rt awnpuesfm de dumittlb. 
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Figura 111.8 
Expresion y fosforilacidn del E p R  en &lulas UT- 7 expuestas a aluminio 
CZIulm UT-7 expuesfas a ci&afo de AI 100 jut4 dwanfe pen'cldos pIong&s (SO dim) y 
&I& sin tmtmimfo fuern incub& sin Epo dwmfe Ia noche. Luego, helm? esi!hula& 
w n  10 U @w/mlpor I0 m h  s 370C. L a o s  de 107 ~ I U I B S  heron inm-ipifh con 
anti-EpR y las pfeinas separadas eIecfrofodticsfnen2ie. La deficibn de fczs pmfeinas se 
d M  wr W&em blot W) w n  anticuep anti-fdutimina PaneI superror) y luego del 
'%rippingf; con anticuerpa anti-EpoR (Pan1 Wenor). h s  blofs exhibidos son represen&tivos 
de 5 ellsayus. 
MODULACION DEL ARNm DEL RECEPI'OR PARA ERITROPOYEIlNA 
EN CEtULAS UT-7 lXRES'AS A ALUMINIO 
Con el fin de evaluar si el A1 altera la regulation normal de 10s niveles de ARNm del 
EpoK, se compararon 10s niveles de mensajeros correspndientes a ctlulas cultivadas 
por diferentes periodos en presencia de Al. 
Ixls niveles de ARNm fueron determinados por RT-PCR (Fig.III.9). 
En conwrdancia con trabajos previos (Migliaccio efal, 1993; Komatsu efal, 1997), la 
respuesta normal de ctlulas UT-7 a la falta de factor de crecimiento se vio reflejada en 
un aurnento transitorio del nivel de ARNm, el cual retorno a 10s niveles basales por el 
posterior agregado de Epo (B vs. A y G) .  No se encontrCl un efecto adicional por 
incubacibn de las cklulas con citrato de A1 durante 5 dias (C, D, HI. Sin embargo, el 
ARNm del EpoR fue sobreexpresado en cklulas cronicamente expuestas a A1 en 
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ausencia del factor de crecimiento (F vs. B), rnientras que la adicion subsiguiente de 
Epo retorno el ARNm del EpoR a 10s niveles basales (I vs. G). 
Figura 111.9 
Modulacibn del ARN m del EpoR de &lulas UT-7 expuestas a aluminio 
2k empieafon &Idas UT-7sin fratamiento con AI (=I oscm A, 4 G); incuhwk con ciffsto 
deAlIOO~75dias(azulc l iuu,C,D,H)oe~~aci&atodeRI 30di'as(cel&E,IF;@. 
Las dldas de Im fratmuentos 4 G7 D7 H7 Fe I fuemn incubadis d m t e  una nwhe .@I Epo y 
h de los i?atmientos G, He I fziemn c d t i v h 7  por 24 h adicionales7 en psenccia de E@. B 
AhWfoW fue exfraido y, despues de RT-K'. hemn o k w e  lss seiiaIles de ADNc del EpoR 
(a). En cada gel se itlclzryo un m d m  de pms de bases que prmitio identidm ca& kn& 
p r  su tams-0. sen'ales fziemn cum~cadis y normal- con m p t o  a GAPDU y mn 
e m a s  en uni'dades arbifrm*& &I. HgeI es ~pseniizfivo de &cs ensiym. 
EI incrmennib en lw niveles de ARNM Be dl& con exposkion clvjnifllca a d e b  
c;oncu& con el sumento de k eqmzs~un & 10s mpbmpara Is  homona bajo la 
r.mhus condicimes & activ-i& celubw. Ls m-ion & Ia nitelks de ARNm de 
&ILIJ%S ZPT-7 ~~ con aluminiu duyante ~~m plongadm, se etKzUetfira 
alferada en mkii5n a k modul'i~n noPnsl mgikimdo un amento dk Iw 
mperinien&as de estw ce=l&por elfwctor de cmzkmento. 
Los resultados expuestos en el presente capitulo muestran que el aluminio afecta a 10s 
pmgenitores eritroides de origen hurnano, sugiriendo que estas cClulas son tan 
sensibles a la exposicibn a1 metal como las de anirnales de experimentation. 
La disminucion del crecimiento de CFU-E humanas, observada en cultivos 
desarrollados en presencia de alurninio (Fig. 111. I), es concordante, aunque de menor 
magnitud que la inhibition de CFU-E detectada cuando se realizaron cultivcs de 
celulas de rnedula dsea de animales expuestos previamente a compuestos de aluminio 
in wvo durante un period0 pmlongado (Fig. 1.3). 
Dado que el desarrollo de CFU-E hz M'itro refleja la capcidad de respuesta de cklulas 
progenitoras eritmides a1 estimulo por eritropoyetina, surgio la hipbtesis de que la 
inhibicicin acasionada por aluminio @ria deberse a una interferencia provocada por 
el metal en la interaction de la eritropoyetina con su cklulas blanco. 
El estudio de la accion de la eritropoyetina y de 10s posibles efectos tCIxicos del 
aluminio sobre rnecanisrnos involucrados en la via de activation del receptor se vio 
obstaculizado por la dificultad de obtener cantidades substanciales de celulas 
eritroides fisiolbgicas sensibles a eritropoyetina en un estadio de maduracion 
homogenw y de mantener a las mismas en cultivos estables para realizar 
experimentos pmlongados. En ese sentido, ha sido de gran utilidad el estudio del 
comportamiento de cklulas inmortalizactas. Por lo tanto, en 10s ensayos &l presente 
capihtla, enfccados a investigar posibles alteraciones en 10s caminos de seiializacion 
provocadas por la exposicion a aluminio, se empleamn las lineas celulares humanas 
K562 y UT-7, las cuales expresan receptores de superficie para eritropoyetina (Fig. 
111.5 y 111.8) pem tienen distinta dependencia de la hormona (Fig. 111.2). 
Como fue descripto en la Intrcduccion, 10s efectos biol@cos promovidos por 
eritropoyetina son mediados por sefiales intracelulares desencadenadas a partir de la 
unibn de la hormona con el EpoR expresado en la superficie celular. El analisis de 10s 
resultados experimentales pemite sugerir que el aluminio no afectaria la formacion 
del complejo Epo-EpoR, ya que la presencia del metal no impidio el crecimiento de 
celulas UT-7 inducido por la hormona (Fig. 111.7). 
Sin embargo, la incapacidad del aluminio para producir per se un efecto sobre el 
crecimiento de las c6lula.s UT-7 (Fig. 111.7) o sobre la viabilidad celular de la linea 
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K562, sugiere una interferencia del metal en la actividad de la eritropoyetina. Una 
relacion directa entre la accion del aluminio y la presencia de eritropoyetina habia 
sido demostrada, previamente en el laboratorio, por ensayos de inhibicion in wSfro del 
desarrollo de CFU-E. Cuando cklulas de mkdula &a de raton fueron preincubadas 
conjuntamente con eritropoyetina y aluminio, y lavadas antes de iniciar el cultivo 
estimulado por la hormona sin reagregado de alurninio, el crecimiento de CFU-E se 
vio inhibido y no ocurrio asi cuando la incubation previa fue realizada sblo con el 
metal (Garbossa ef al, 1994). En coincidencia con 10s resultados del capitulo I, este 
hallazgo tambikn indica un efecto irreversible que perdura en las cklulas a h  despues 
de haber sido aisladas del medio rico en aluminio. 
En base a estos resultados, se investig6 la posibilidad de que el aluminio, sin alterar la 
forrnacion del cornplejo Epo-EpR, afectara la activacion del receptor. 
En el linaje eritroide, la eritropoyetina regula h produceion de globulos rojos 
permitiendo a los precursores eritroides proliferar y madurar, mientras protege a las 
celulas de apoptosis (Koury & Bondurant, 1990). En base a la evidencia experimental 
de que las cklulas K562 son independientes de eritropoyetina para crecer (Fig. 111.2) y 
diferenciarse, se supuso que la ruta de activacion del EpoR por eritropoyetina en estas 
cClulas esta principalmente, si no unicamente, orientada a prevenir la muerte celular 
pmgrarnada, y sobre este efecto se invest$$ la accibn del aluminio. Cuando &lulas 
K562 inducidas a apptosis fueron cultivadas con eritropoyetina y aluminio, Ia 
presencia del metal revirtio el efecto antiapoptotico de la hormona (Fig. 111.3.b). 
Teniendo en cuanta que la activacion del receptor para eritropoyetina est4 asociada 
con procesos de fosforilacion, se examino la expresion del EpoR y la fosforilacion 
asociada, para determinar si la inhibicion del efecto antiapoptotico de la 
eritropoyetina en las cClulas K562 podia relacionam con una interferencia del 
afuminio sobre seAales de activacion desencadenadas por eritropoyetina. Los ensayos 
de inmunoprecipitacion, W&&m blot y RT-FCR revelaron una menor expresibn de 
E p R ,  a nivel de ARNm (Fig 111.6, +Al) y de pmteina (Fig. III.S), en c61ulas previamente 
expuestas a aluminio. La concomitante dCbil sefial de fosforilacion del EpoR (Fig. 111.5) 
puede ser atribuida a la disminucion de la expresion del receptor aunque, de tcdos 
modos, el resultado justifica la depresion de las sefiales de activacion mediadas por el 
complejo Epo-EpoR 
Esta modulation negativa de la expresion del E p K  inducida por aluminio seria 
consistente con un mecanismo que involucrara una disminucibn de la expresion de 
Bcl-XI., una proteina antiapototica de la familia Bcl-2. Esta propuesta esta sustentada 
en la elevada expresion de Bcl-XL observada por otros autores en cClulas K562. Este 
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rnecanismo protegeria a fas cC1ula.s de la apoptosis causada por agentes inductores 
como la hemina (Benito et al, 1996). En este y en otro trabajo (Silva et al, 1999), 10s 
autores han sugerido que a1 menos uno de los carninos moleculares involucrados en la 
supervivencia de 10s progenitores eritroides puede ser desencadenado por la 
interaction de la eritropoyetina con su receptor espececifico, aurnentando la expresion 
de Bcl-XL a travks de la union de STAT5 activado a1 promotor bci-xi. De esta rnanera, 
el aluminio promoveria apoptosis por anulacion del efecto protector de la 
eritmpoyetina. 
En lo que se refiere a las celulas de la linea UT-7, era esperable que sufrieran un 
elevado grado de apoptosis a1 ser privadas del factor de crecimiento, dada la 
importante dependencia de eritropoyetina que manifiestan para su crecimiento (Fig. 
111.2). La apoptosis fue contrarrestada casi totalrnente por la hormona, de tal manera 
que 10s carnbios, de haberse producido alguno por accion del aluminio, pdrian haber 
resultado enmascarados (Fig. 111.4). 
Para visualizar un posible efecto inhibitorio del aluminio sobre la hormona en estas 
cklulas, se estudio la accion del rnetal sobre la proliferacion inducida por 
eritropoyetina. Sin embargo, a diferencia de lo observado en cklulas K562, la 
expasicion a1 metal produjo un aurnento de la proliferacion celwlar de las UT-7 (Fig. 
111.7). Despues cie un tratarniento cronico con alurninio se detect6 una accion 
sinkrgica del metal con el factor de crecimiento. Dado que este metal no actita corno 
factor de crecimiento en ausencia de eritropoyetina, la alteracion observada fue 
adjudicada a un increment0 de la respuesta de estas cClulas a la hormona. 
Con respecto a la modulation del receptor en las cklulas UT-7, &lo una exposicion 
muy prolongada a aluminio indujo la regulation, en este caso pitiva, de la expresiim 
del EpoR y de la fosforilacion asociada, en respuesta a la ausencia de eritropoyetina 
(Fig. 111.8). Bajo esas condiciones de falta del factor de crecimiento, las cClulas 
rnostraron un aumento transitorio de tres veces en 10s niveles de ARNm del EpoR con 
respecto a las cklulas controles (Fig. 111.9). Estos resultados indicarian la necesidad de 
un mayor requerimiento de eritropoyetina, inducida por la exposicion crbnica a 
aluminio. 
Hipersensibilidad a la eritropoyetina ka sido observada en cklulas que expresan 
forrnas truncaBas de EpoR, los que carecen de una porcion del dorninio 
intracitoplasmatico que acixia como sitio de accion de fosfatasas. Por eso, en cklulas 
que prtan estas rnutaciones, como en el cam de pacientes con policiternia congknita, 
se encuentra anulada una de las vias de regulacibn negativa de la cascada de 
sefializacion, lo que conduce a la production de eritrocitosis (Skol etal, 1995). 
Si bien, la linea celular UT-7 expresa arnbas formas del receptor, el analisis por RT- 
PCR no rnostrC, una regulation positiva del EpoR-truncado con respecto a1 EpoR- 
completo como consecuencia de la exposicion celular a Al. 
IDS rnodela experimentales de cklulas humanas expuestas a aluminio, descriptos en 
este capitulo, resultaron utiles para demostrar algunos de 10s mcltiples eventos 
desarrollados por 10s rnecanismos activados por eritropoyetina, ya que 10s efectos del 
aluminio sobre la activacion inducida por la hormona en ambas lineas celulares fue 
diferente. Teniendo en cuenta que el metal no interfiere con la union del complejo 
Epo-EpoR p r o  afecta la respuesta a la eritropoyetina aun despuks de su rernocion del 
entomo celular, se sugiere que la accion del metal estaria wnfinada a1 interior de la 
dlula. De hecho, se ha dernostrado que el alurninio es internalizado tanto por 
caminos mediados por receptores cuando es transportado por transferrina (Pbrez et al, 
2001) como por caminos independientes de esta via (Pkrez ef al, 2002). 
Se ha reportado que la eritropoyetina induce un aurnento de los receptores de 
superficie para transferrina en cklulas KS62 (Weiss etal, 1997), aunque no hay datos 
para las cklulas UT-7. Es apropiado suponer que la estimulacion celular por 
eritropoyetina facilitaria la captacion de alurninio, ya que la transferrina presente en 
el suero fetal bovino podria haber actuado como vehiculo en las experiencias 
realizadas. Una vez dentro de la cklula, el aluminio podria inducir la rnodulacion de 
los eventos asociados con la acfivacion del receptor de eritropoyetina c o w  
consecuencia de la union del complejo Epo-EpoR 
~Cuales erian los posibles mecanisma de toxicidad involucrados? 
Ya se ha mencionado que la seiializacion intracelular de la activacion por 
eritropoyetina es controlada por procesos de fosforilacih y desfosforilacion de varias 
molkulas de transduccion, incfuido el receptor. Dado que el aluminio se une 
facilmente a biomolkculas conteniendo g r u p  fosfato (Martin, 1986), no se puede 
descartar una participation directa del metal en esos importantes pmesos. Se ha 
demostrado que la union de alurninio a macrornolCculas celulares a travks de sus 
grupos fosfato induce cambios en la susceptibilidad de esos grupos por las enzimas 
que act6an especificamente sobre ellos (Nayak & Chatterjee, 2001). 
Alternativarnente, otros rnecanisrnos podrian explicar la modulacion del receptor 
inducida por alurninio. En trabajos de otros investigadores ha sido sugerido que la 
regulacion de 10s niveles de ARNm del EpoR en celulas UT-7 en p m s o  de 
proliferation estaria asociada con varios eventos controlados por el ciclo celular o 
relacionado con el (Kornatsu ef d, 1997). En ese contexto, se ha reportado que el 
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aluminio es capaz de influir en la replication de osteoblastos induciendo la transicion 
desde la fase Go a la fase S en el ciclo celular (Quarles et A, 1991), mientras que 
desencadena la apoptosis de astrocitos, por mecanismos asociados con un cambio 
significative en la distribution del ciclo celular caracterizado por una acumulacion de 
celulas en la fase G2/M (Guo & Liang, 2001). Esta discrepancia aparente apoyaria que 
las diferencias encontradas en el presente capitulo fueran consecuencia de las 
caracteristicas particulares de ambas lineas celulares y sus distintos estadios de 
madurac ion. 
Cabe destacar que, recientemente, se ha involucrado a1 aluminio en procesos 
inflamatorios. Este efecto fue descripto en base a la relacion entre la presencia del 
metal y signos clinicos de inflamacibn, asi como por la induction de mediadores 
proinflamatorios (Bondy & Campbell, 2001; Lauricella eta4 2001). La hipbtesis de un 
comportamiento pminflamatorio del aluminio explicaria la accion del metal sobre 
sefiales de activacibn del EpoR, dado que otros mediadores proinflamatorios, como 
algunas citoquinas, interacttian con receptores de membrana de dlulas huge< 
modificando cascadas intracelulares de transducci6n en caminos de sefializacibn 
compartidos por el EpoR (Zhang ef d, 1998; Krebs & Hilton, 2000). 
En conclusion, 10s resultados revelaron que la pmncia  de aluminio en 10s cultivos 
celulares afecta la actividad de la eritropoyetina por mecanismo(s) que involucran a 
su receptor. Las lineas celulares empleadas tuvieron, bajo 10s efectos de aluminio, 
comportamientos diferentes. Mientras que la presencia del metal indujo en celulas 
K562 una regulation negativa de los niveles de ARNm y de la expresion del receptor 
(Fig. 111.6 y IILS), concomitantemente con la anulacion de la accion antiapoptbtica de 
eritropoyetina (Fig. III.3), mosth un efecto opuesto tanto sobre la proliferacion celular 
(Fig. 111.7) como sobre la expresibn del EpoR en celulas de la linea UT-7 (Fig. 111.8 y 
111.9). Estas observaciones sugieren que 10s mecanismos involucrados en la accion de 
eritropoyetina, y no en la accion del toxico, serian de distinta naturaleza en las dos 
lineas celulares. Otros trabajos coinciden en postular diferentes caminos de 
sefializacion para las funciones de activacibn o protection celular mediadas por 
eritropoyetina (Carroll et al, 1995; Lawson et al, 2000; Sawyer & Jacobs-Helber, 
2000; Sui et al, 2000). De acuerdo a 10s presentes resultados, la eritropoyetina 
activaria caminos principalmente relacionados con la prevention de muerte celular 
programada en celulas K562, mientras que en la linea celular UT-7 afectaria dos t i p  
de sefiales, unas involucradas en la estimulacibn de proliferacion celular y Was en la 
apptosis, explicando, asi, la diferente respuesta a la horrnona mostrada por ambas 
lineas celulares. 

Considerxiones finales 
La acumulacion de aluminio en el organism0 despues de una exposicion crunica por 
via oral se ve reflejada en un aumento importante de la concentracibn del metal en 
ci~ulacion y el degsito en varios tejidos. Entre la ctmarcadores de riesgo~ que se 
describen para caracterizar la exposicion a toxicos, el pardmetro mencionado en 
primer tkrmino puede constituir un ecmarcador de exposicionu apropiado, debido a 
que el compartimiento sanguine0 multa de muy fdcil acceso y la concentracidn de 
aluminio en plasma es un signo evidente de expicion a1 metal. La dosis interna y/o 
el tiernpo de exposicion durante el cual esgn en contact0 los organos son factores que 
determinan el grado de acumulacion del toxico en 10s tejidos, depbsito que sugiere un 
desbalance entre las velocidades de ingreso y de remotion. LQS niveles de aluminio 
depsitado en tejidos wmo el hueso, de dificil movilizacion del metal, pueden ser 
considerados emarcadores de dosis interna o de acumulacion tisular~. La marcada 
reduction de la respuesta de CFU-E a1 estimulo de eritropoyetina es la capacidad 
funcional de 10s progenitores eritroides afectada por el toxico, y como tal, constituye 
un verdadero srnarcador de efectou. El hallazgo reiterado y, en ocasiones antes de la 
observation de signos de anemia, como se habia demostrado en trabajos anteriores, 
permite suponer que 10s progenitores eritroides de la m4dula osea constituyen un 
wmpartimiento particularmente sensible a la accion del aluminio. La liberacian lenta 
del metal acumulado en el tejido k o  m i a  favorecer una exposicion endbgena 
prolongada de las cklulas responsables de la eritropoyesis en la medula om. 
Junto con la disminuida respuesta de CFU-E a la eritropoyetina, los cambia 
morfol~icos de 10s eritrocitos maduros constituyen las alteraciones mas severas 
pmducidas como consecuencia de la presencia continua de aluminio en el entorno 
celuhr, mientras que los signos de anemia, concordantes con una anemia hernolitica, 
son leves o moderados. Dada la dependencia del tiernpo de exposicion que muestran 
las alteraciones inducidas por el metal se podria esperar el dessrrollo de un efecto 
"anemizante" mhs pronunciado en exposiciones prolongadas. 
No se descarta que, en park, los notables cambios en la morfologia de 10s eritrocitos 
que circulan en un rnedio rico en aluminio, m a n  haber sido generadm ya en 
dlulas progenitoras, aunque, indudablemente, se ha demostrado que el metal ejerce 
una accion directa sobre las &lulas maduras. El10 se deriva de las alteraciones 
observadas en eritrocitos envejecidos in M'm en presencia de aluminio y de la 
deteccion del metal solamente dentro de 10s glohlos rojos con caracteristicas atipicas. 
M h  aun, el efecto directo del metal parece localizarse sobre la membrana 
eritrocitaria, ya que se acumula en ese compartimiento e induce la degradation de la 
banda 3, principal proteina que une la membrana plasmatica con el citoesqueleto, 
estabihndo a1 eritrocito. La transfomacion de la forma discoide de Ios hematies en 
acantocitica o estomatoticita podria adjudicarse no &lo a1 desequilibrio de la 
interrelacion entre 10s componentes de la membrana, sino tapnbien a interacciones del 
metal con 1as monocapas, extema y citoplasmatica, de la bicapa lipidica. Es probable 
que la inestabilidad generada en la membrana tenga consecuencias hernatol6gicas, ya 
que datos de la bibliografia han mostrado que la deficiencia total por mutacion 
genbtica de la proteina ban& 3 induce severa anemia hemolitica. 
En cuanto a la disminuida respuesta de los progenitores eritroides a la eritropoyetina 
por efecto del aluminio, se puede sugerir que tal efecto estaria mediado p r  la 
interferencia del metal en el mecanismo de activation celular por la horrnona. 
La exposicion a aluminio no se evidencia a nivel ligando receptor, aunque involucra la 
modulacion del EpoR. 
El aluminio no afecta per se la viabilidad celular de la linea K562, pew anuh la 
actividad antiapoptotica de la eritropoyetina sobre estas celulas, las que, a su vez, son 
independendientes de la hormona para pmliferar y diferenciarse. La inhibicibn se 
produce a travbs de la reduction de la expresion de 10s receptores &zget para 
eritropoyetina, en concordancia con 10s niveles de su ARNm. Las cClulas de la linea 
UT-7 son, en cambio, totalrnente dependientes de eritropyetina y la exposicion a 
aluminio aumenta allrn rnis su requerimiento de la hormma. En conjunto, estos 
resultados confirman un efecto del aluminio sobre la actividad de la eritropoyetina, a 
la vez que sustentan la hipbtesis concemiente a la existencia de diferentes caminos 
involucrados en las funciones de la hormona . 
Los comportamientos de las celulas K562 y UT-7 en presencia de aluminio, si bien 
tienen distintas caracteristicas, podrian explicar la accion observada en ensayos in 
E&O y ex viva por exposicion a aluminio de los progenitores eritroides CFU-E. For un 
lado, este metal no esencial modificaria la funcion antiapoptotica de la eritropoyetina 
sobre las cClulas progenitoras, irnpidiendo, de esta manera, su desarrollo, lo que 
avalaria la hipotesis de que la eritropoyetim no esth involucrada en el compromiso del 
linaje eritroide. Esta hiMesis sugiere que la hormona actuaria, principalrnente, como 
un factor antiapoptotico rnanteniendo las celulas vivas para perrnitirles continuar con 
su programa endbgeno de maduracibn. For otro lado, las cklulas progenitoras de 
mkdula osea podrian responder a la accibn del toxic0 durante periodos prolongados 
de exposicion in viva, sufriendo adaptaciones tales que permitieran aumentar su 
sensibilidad a la eritropoyetina o a otros factores de crecimiento, y asi atenuar 10s 
signos de anemia. Estas cklulas progenitoras dependen de eritropoyetina pro,  a 
diferencia de las de la linea UT-7, se diferencian. Por eso, sufren distintos efectos por 
exposicion crbnica a aluminio, los cuales podrian estar influenciadm por el ciclo 
celular. Las CFU-E muestran un efecto "tcixico" irreversible que se rnanifiesta aun 
cuando han sido separadas del entorno rico en depirsitos del metal. Se sugiere, 
entonces, que el metal internalizado act&a sobre la respuesta celular a eritropoyetina. 
FUNCIONES DE LA ElUTROPOYF3INA 
Evidentemente, no todas las celulas que expresan receptores para eritropoyetina son 
afectadas en la misrna fomna por la hormona. Los resultados obtenidos con cklulas 
K562 y UT-7, coinciden con la existencia de diferentes rutas de accion y distintos 
mecanismos de regulacibn para 10s multiples efectos atribuidos a la eritropoyetina. 
Datos de la bibliografia indican que las sefiales que promueven proiiferacion estarian 
separadas de las que promueven proteccibn de apptosis y las rnolkculas involucradas 
en ambos mecanismos serian diferentes, aunque las bases moleculares de esta 
"decision celular" no han sido totalmente aclaradas todavia. 
Los resultados de este trabajo son consistentes wn  la existencia de diferentes 
mecanismos de transduccion de sel'iales por 10s cuales la eritropoyetina promueve, 
profiferacion celular o prevention de apoptosis, a pesar de estar ambos mediados por 
la activaci6n del EpoR M h  aun, este estudio aporta un modelo para clarificar 10s 
mecanismos por 10s cuales la eritropoyetina promueve supervivencia o proliferacibn y 
sugiere que no todos 10s factores intracelulares necesarios para garantizar las 
diferentes vias de sefializacion de la activacicin celular por eritropoyetina estarian 
disponibles en las c6lulas que expresan el receptor. 
Si bien la eritropoyetina recombinante humana es un importante agente terapkutico 
para el tratamiento de la anemia, se ha demostrado resistencia a1 tratamiento. Esta 
resistencia ha sido asociada a acumulacion de aluminio, a la presencia de receptores 
solubles de EpoR o a mediadores proinflamatorios, por lo que, a la luz de 10s presentes 
resultados, podria ser investigada con respecto a los mecanismos celulares de 
activacion mediados por el receptor para eritropoyetina. 
Por otra parte, 10s receptores de membrana para eritropoyetina, asi como el efecto 
protector de la hormona han sido determinados en distintos tejidos y lineas celulares. 
Por lo tanto, 10s hallazgos de este trabajo podrian permitir una mejor cornprension de 
la seiializacibn desencadenada por la activacion celular p eritropoyetina, no solo en 
celuhs eritroides sino tambien en aquellas de origen no eritroide. 
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